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1. Einleitung 
 
1.1 Der Macrophage Migration Inhibitory Factor 
 
1.1.1 Historisches 
Der Macrophage Migration Inhibitory Factor wurde 1966 als eines der ersten 
Zytokine entdeckt. Die Bezeichnung „Macrophage Migration Inhibitory Factor“ – 
kurz MIF – lässt sich darauf zurückführen, dass MIF als ein aus T-Zellen frei 
gesetztes Zytokin angesehen wurde, dessen Ziel die Hemmung der zufälligen 
Migration von Makrophagen zu sein schien1,2. Mittlerweile wurde erkannt, dass 
MIF gleichzeitig eine zielgerichtete Chemotaxis einleitet3. Außerdem wurde ge-
zeigt, dass MIF weitere Funktionen der Makrophagen wie die Oberflächenad-
häsion und Phagozytose aktiviert4.  
Nach der Identifikation von MIF als Hormon der Adenohypophyse 1993 durch 
Bernhagen et al. konnte das Protein zum ersten Mal rekombinant hergestellt 
werden5. Makrophagen selbst wurden als Quelle von MIF identifiziert. Gleich-
zeitig wurde auch die Sekretion aus intrazellulären Speichern als Antwort auf 
pro-inflammatorische Stimuli wie LPS, TNF-α und IFN-γ beschrieben6.  
Im Jahr 1999 wurde eine MIF-defiziente Maus generiert, die sich phänotypisch 
normal entwickelte, erste in vivo-Untersuchungen ermöglichte und so die Rolle 
von MIF in verschiedenen pathophysiologischen Prozessen erkennen ließ7.  
Es wurde festgestellt, dass MIF ubiquitär exprimiert wird, sowohl in Zellen des 
Immunsystems (T-Zellen und Makrophagen8) als auch in Zellen anderer Gewe-
be (Endothelzellen, glattmuskuläre Zellen8 und Kardiomyozyten9). 
MIF stellt sich bis heute als ein Zytokin mit vielen unterschiedlichen Funktionen 
dar, das eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese und Progression ver-
schiedener Krankheitsbilder, wie z.B. der Atherosklerose und dem Myokardin-
farkt, spielt10. 
 
1.1.2 Struktur 
MIF ist ein Protein, das aus 114 Aminosäuren besteht und ein Molekulargewicht 
von ca. 12,5 kDa besitzt. 
Die Struktur von MIF wurde mittels Röntgenstrukturanalysen11 und Nuclear 
Magnetic Resonance (NMR) Spektroskopie12 aufgeklärt. Die Sekundärstruktur 
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des humanen MIF-Monomers wird durch zwei antiparallele α-Helices und sechs 
β-Stränge, von denen vier ein β-Faltblatt ergeben, gebildet. Während Röntgen-
strukturanalysen ergaben, dass MIF als Homotrimer (s. Abb. 1) vorliegt, das 
durch Wasserstoffbrücken und einen hydrophoben Kern stabilisiert wird, weisen 
NMR-Untersuchungen darauf hin, dass MIF als Dimer vorliegt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Es scheint bisher, dass MIF keine posttranslationalen Modifikationen erfährt 
und ohne N-terminale Signalsequenz translatiert wird, so dass ein spezieller 
intrazellulärer Signalweg zur Sekretion wahrscheinlich ist13. 
Analysen der Aminosäuresequenz haben gezeigt, dass MIF eine konservierte 
Sequenz besitzt, die aus den Resten Cys57-Ala-Leu-Cys60 (CALC) besteht. 
Die beiden Cysteine (C57 und C60) in diesem Motiv gehen eine intramolekulare 
Disulfidbrückenbindung ein. Ähnlich wie andere Proteine, die ein solches 
CXXC-Motiv besitzen (Thioredoxin, Glutaredoxin oder die Protein-
Disulfidisomerase), weist MIF eine Oxidoreduktase-Aktivität auf und gehört so-
mit in die Familie der Thiolprotein-Oxidoreduktasen (TPOR)14. In Distanz zu 
diesem CALC-Motiv befindet sich an Position 81 das dritte Cystein von MIF, 
das keinen Einfluss auf die Aktivität als Oxidoreduktase besitzt15, dem aber eine 
Rolle in der Interaktion mit p53 zugesprochen wird16. 
 
 
 
 
Abb. 1: Dreidimensionale Struktur des MIF-
Homotrimers 
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1.1.3 Die Rezeptoren von MIF und aktivierte Signalwege 
Nachdem entdeckt wurde, dass MIF die Phosphorylierung und Aktivierung der 
Extracellular-Signal-Regulated Kinases (ERK1/2) Untergruppe der Mitogen-
Activated Protein Kinase (MAPK) induziert, wurde nach einem spezifischen  
Oberflächenrezeptor für MIF gesucht. In Klonierungsversuchen konnte CD74, 
die invariante Kette des Major Histocompatibility Complex II (MHC II), als      
Interaktionspartner identifiziert werden17. Wie MIF liegt auch CD74 als 
Homotrimer vor18. Da CD74 in der cytoplasmatischen Domäne kein Motiv für 
die Aktivierung von second-messengern besitzt, wurde die Existenz eines Inter-
aktionspartners vermutet. So konnte man CD44 identifizieren19. Während CD74 
die Bindung von MIF an die Zelloberfläche vermittelt, wird CD44 für die Aktivie-
rung des ERK1/2-Signalweges benötigt. Die Bindung von MIF an CD74 indu-
ziert die Phosphorylierung der intrazytoplasmatischen Domänen von CD74 und 
CD44, so dass die Src-Tyrosinkinase aktiviert wird und konsekutiv die Phospho-
rylierung der ERK1/2 möglich ist. Über diesen Rezeptorkomplex kann MIF über 
ERK1/2 auch die Aktivität von Jab1 und p53 regulieren. Damit steht dieser Sig-
nalweg sowohl für die Regulation des Wachstums und der Apoptose als auch 
für die Kontrolle des Zellzyklus20. 
Da nicht alle Zielzellen von MIF über CD74 verfügen (z.B. neutrophile 
Granulozyten), wurde nach weiteren MIF-Rezeptoren gesucht. In verschiede-
nen Rezeptorbindungsstudien identifizierte man MIF als non-cognate Ligand 
der Chemokinrezeptoren CXCR2 und CXCR421. Über diese Rezeptoren vermit-
telt MIF die Rekrutierung von Monozyten und T-Zellen und die Chemotaxis von 
neutrophilen Granulozyten. Weiterhin wurde eine Kolokalisation von CD74 und 
CXCR2 festgestellt, die zu einer Verstärkung des MIF-Signals und zur Aktivie-
rung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCR) führt, welche den Calcium-
Influx in die Zelle steigert10. In Zellen ohne CD74 zeigt MIF daher geringere Re-
krutierungsfähigkeiten. Über die Bindung an die Chemokinrezeptoren CXCR2 
und CXCR4 vermittelt MIF somit die Migration und Chemotaxis verschiedener 
Zellen, die im Rahmen der Inflammation von Bedeutung sind. 
Des Weiteren kann MIF über CXCR2 protektive Effekte auf residente 
Kardiomyozyten während der I/R ausüben und so den Myokardschaden redu-
zieren22.  
 
 
1. Einleitung 
 
4 
1.1.4 Die Rolle von MIF im Rahmen kardiovaskulärer Erkrankungen 
MIF spielt eine wichtige Rolle bei verschiedenen kardiovaskulären Erkrankun-
gen. So kann man den Einfluss von MIF auf die Atherosklerose, die 
Aneurysmabildung, die Neoangiogenese, die myokardialen Dysfunktion und die 
myokardiale I/R nachweisen10.  
Die endotheliale Dysfunktion gilt als Frühereignis in der Entstehung der 
Atherosklerose. Jeder Schritt der Pathogenese entspricht einer Stufe eines 
chronischen Inflammationsprozesses. Durch die erhöhte endotheliale Per-
meabilität für Lipoproteine und die Expression endothelialer Adhäsionsmoleküle 
kommt es zur Migration von Leukozyten und mononukleären Zellen in die 
Subintima. Die Ablagerung mononukleärer Zellen ist das erste morphologische 
Kennzeichen einer Inflammation10,23. Es konnte bereits gezeigt werden, dass 
Chemokine eine wichtige Rolle in der Progression der Atherosklerose spielen24. 
Dabei kann der Einfluss, den MIF auf die Atherosklerose ausübt, weiter diffe-
renziert und bezüglich einer therapeutischen Möglichkeit diskutiert werden25. 
Während der Progression der Pathogenese der Atherosklerose kommt es zur 
Verdickung der Arterienintima26. In Korrelation dazu steigt die Expression von 
MIF an8. Als Stimuli hierfür entdeckte man verschiedene pro-atherogene Fakto-
ren (Low-Density Lipoprotein (LDL), CD40 Ligand und Angiotensin II), die die 
Expression von MIF sowohl in Zellen der glatten Muskulatur, als auch in 
Endothelzellen, mononukleären Zellen und Makrophagen induzieren27,28,29. Mit-
tels einer Blockade von MIF in LDL-Rezeptor-defizienten Mäusen konnte ge-
zeigt werden, dass das Fehlen von MIF zu einer Verlangsamung des 
Atheroskleroseprozesses führt, was durch eine verminderte Rekrutierung von 
Makrophagen und Expression inflammatorischer Mediatoren erklärt werden 
kann24.  
Das Aortenaneurysma gilt als eine der Folgen der Atherosklerose. Ähnlich wie 
in fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques konnte die Steigerung der Ex-
pression von MIF auch in stabilen und rupturierten Aortenaneurysmen gezeigt 
werden10. Die Konzentration von MIF im Serum scheint mit der Größe des 
Aneurysmas anzusteigen10,30,31.  
Nach einem Myokardinfarkt ist die Neoangiogenese ein wichtiger Prozess der 
Wiederherstellung der Perfusion. In Studien zum Wachstum von Tumoren 
konnte MIF eine pro-angiogene Rolle zugesprochen werden32,33,34,35. MIF för-
dert in in vitro-Untersuchungen die Neoangiogenese über seine Rezeptoren 
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CXCR2 und CXCR436. In Tierversuchen wurde zudem nachgewiesen, dass die 
Neovaskularisation im I/R- oder Hind Limb-Modell durch embryonale 
endotheliale Progenitorzellen vor allem über die Expression von MIF vermittelt 
wird10,37. 
Die Kardiomyopathie als Konsequenz des septischen Schocks ist hauptsächlich 
für die hohe Mortalität der Sepsis-Patienten verantwortlich. Es wurde erkannt, 
dass die Neutralisierung von MIF durch anti-MIF-Antikörper die Überlebensrate 
der Sepsis-Patienten stark verbessert, indem es zu einem signifikanten Anstieg 
der Überlebensfaktoren (z.B. Bcl-2, Bax, phospho-Akt), zu einem gesteigerten 
Überleben der Kardiomyozyten und zu einer verbesserten Pumpfunktion 
führt38,39. Vor kurzem konnte ein MIF-Haplotyp identifiziert werden, der zu ei-
nem erhöhten Mortalitätsrisiko der Sepsis beiträgt40. Daher wird MIF eine 
Schlüsselrolle in der Pathogenese der Sepsis zugesprochen und gerät zuneh-
mend in den Fokus der experimentellen Therapie der Sepsis41. 
 
1.1.5 MIF während der myokardialen Ischämie/Reperfusion 
Die Steigerung der MIF-Expression konnte auch in Kardiomyozyten und Makro-
phagen nach akuter myokardialer Ischämie in einem Rattenmodell nachgewie-
sen werden9. In einer klinischen Studie an Patienten, die einen akuten Myo-
kardinfarkt erlitten hatten, war ebenfalls eine erhöhte MIF-Konzentration im   
Serum detektierbar42.  
Als Induktoren der MIF-Sekretion wurden sowohl Hypoxie als auch oxidativer 
Stress - ein wichtiger pathophysiologischer Parameter des Ischämie-/Reper-
fusionsschadens - identifiziert10,42. 
In einer Untersuchung von Miller et al. konnte die Rolle von MIF während der 
Ischämie/Reperfusion (I/R) weiter geklärt werden. In einem Mausmodell der 
myokardialen I/R konnte gezeigt werden, dass das Infarktareal MIF-defizienter 
Mäuse signifikant größer ist als das der Mäuse der Kontrollgruppe43. MIF wird 
nach der Ischämie aus dem Herzen frei gesetzt und aktiviert über CD74 die 
AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK). Die AMPK gilt als wichtige Kinase in der 
Pathophysiologie der I/R, da sie über verschiedene Signalwege die ATP-
Produktion sowie den Energieverbrauch limitieren kann und somit den zellulä-
ren Energiehaushalt reguliert. Im Herzen stimuliert die AMPK die Aktivität der  
6-Phosphofructo-2-Kinase und somit die Glykolyse44, steigert die GLUT4-
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Translokation45 sowie die Aufnahme von Glukose46 in die Zelle und reduziert 
somit den I/R-Schaden und die Apoptose47.  
 
 
1.2 Der Stickstoffmonoxid- und Nitrit-Stoffwechsel 
 
1.2.1 Stickstoffmonoxid 
Das Radikal Stickstoffmonoxid (NO) wird durch die NO-Synthasen (NOS) gebil-
det. Die NOS wandeln die Aminosäure L-Arginin mittels verschiedener 
Kofaktoren in Stickstoffmonoxid und Citrullin um48. L-Arginin wird sowohl aus 
der Nahrung als auch aus dem Harnstoffzyklus gewonnen. Für die Aktivität der 
NOS ist die Anwesenheit molekularen Sauerstoffs als Kofaktor Voraus-
setzung49. Man unterscheidet verschiedene Isoformen der NOS: neben den 
konstitutiv aktiven Formen der neuronalen und endothelialen NOS sowie einer 
induzierbaren NOS wird die Aktivität einer NOS in Erythrozyten diskutiert50,51.  
Das NO-Radikal kann entweder mit molekularem Sauerstoff zum Nitrosylanion 
(NO-) reduziert oder zum Nitrosoniumion (NO+) oxidiert werden oder zu höheren 
Stickoxiden (NO2 oder N2O3) weiter reagieren. Diese Stickoxide können mit 
Thiolen Nitrosothiole (RSNO) oder mit Aminen Nitrosamine (RNNO) bilden.  
Außerdem können sie auch zu Nitrit (NO2-) oder Nitrat (NO3-) hydrolysieren52. 
Nitrit bildet dabei das Hauptoxidationsprodukt und wird dann zu Nitrat weiter 
oxidiert. Man kann daher bei nüchternen Probanden die Konzentration des   
Nitrits im Plasma als Maß für die Aktivität der NOS ansehen53.  
Weiterhin kann NO durch die Reaktion mit oxygenierten Hämproteinen zu Nitrat 
oxidiert werden. Dabei reagiert NO mit Oxyhämoglobin (oxyHb) oder Oxy-
myoglobin (oxyMb) unter Bildung von Methämoglobin bzw. –myoglobin zu      
Nitrat. Das Methämoglobin bzw. –myoglobin wird anschließend durch die Met-
hämoglobin(-myoglobin)reduktase wieder in den sauerstoffbindungsfähigen Zu-
stand überführt52.  
 
1.2.2 Die Reduktion von Nitrit zu Stickstoffmonoxid in vivo 
Nitrit wurde lange Zeit als inertes Oxidationsprodukt des Stickstoffmonoxid-
stoffwechsels angesehen. Neuere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass 
mehrere unterschiedliche Systeme existieren, in denen Nitrit zu Stickstoff-
monoxid umgewandelt wird. 
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Es existieren verschiedene Mechanismen zur Reduktion von Nitrit zu NO. Die 
Reduktion von Nitrit zu NO kann durch die Xanthin-Oxidase54,55, welche vor  
allem im Endothel von Koronargefäßen lokalisiert ist56,57, und die Cytochrom c-
Oxidase58 erfolgen. Bei der azidischen Disproportionierung reagiert Nitrit bei 
niedrigem pH-Wert zu salpetriger Säure, die dann wiederum zu NO und ande-
ren Stickoxiden zerfällt. Dieser Mechanismus ist vor allem im Magen präsent. 
Im Magen herrschen mit einem pH-Wert von ca. 2 ideale Bedingungen für diese 
Reaktion, die dort der Abtötung luminaler Bakterien und der Aufrechterhaltung 
der Schleimproduktion dient59,60.  
Zu den weiteren Mechanismen der Nitritreduktion zählt die Nitritreduktase-
Funktion von Hämproteinen. Es wurde bereits beschrieben, dass 
desoxygeniertes Hämoglobin (desoxyHb) in Regionen mit niedriger Sauerstoff-
sättigung Nitrit zu NO reduziert und somit eine Art Recycling-Mechanismus dar-
stellt61,62. Diese bereits 1937 von Brooks63 und 1981 von Doyle et al.64 charak-
terisierte Reaktion legte nahe, dass auch das Muskelprotein Myoglobin unter 
Hypoxie Nitrit zu NO reduziert. So konnte 2007 eine Reduktaseaktivität für 
desoxygeniertes Myoglobin (desoxyMb) nachgewiesen werden65,66. Gleichzeitig 
wurde deutlich, dass dieses mittels desoxyMb generierte NO eine funktionelle 
Relevanz besitzt: Unter hypoxischen Bedingungen wird der myokardiale Ener-
giestatus herabgesetzt, so dass weniger Sauerstoff verbraucht wird und die 
kardiale Funktion herunterreguliert wird65,66. Damit spielt Myoglobin eine wichti-
ge Rolle bei der Bereitstellung von NO während der Hypoxie. In Abhängigkeit 
vom Sauerstoff-Partialdruck wandelt sich die Funktion des Myoglobins von   
einem „NO-Fänger“ unter Normoxie zu einem „NO-Bildner“ unter Hypoxie (s. 
Abb. 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2: Reduktion von Nitrit zu NO mittels der 
Nitritreduktasefunktionen von desoxyHb und desoxyMb unter 
hypoxischen Bedingungen. 
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Hendgen-Cotta et al. beschrieben diesen Mechanismus der Nitritreduktion via 
desoxyMb als den für den kardioprotektiven Effekt von Nitrit entscheidenden 
Mechanismus während der Ischämie/Reperfusion67. 
 
1.2.3 S-Nitrosothiole 
S-Nitrosothiole (RSNO) sind Produkte der Reaktion zwischen Stickstoffmonoxid 
und den SH-Gruppen der Cysteinen. RSNO entstehen, wenn Nitrosoniumionen 
(NO-) oder Peroxynitrit (ONOO-) vorliegen oder unter anaeroben Bedingungen 
ein direkter Kontakt zwischen den Thiolen der Proteine und NO in Anwesenheit 
eines Elektronenakzeptors stattfindet68. Auch eine Transnitrosierungsreaktion 
durch andere RSNO ist möglich69. 
Es wird vermutet, dass die RSNO eine Transportform für NO darstellen, die die 
Modulation verschiedener zellulärer Signalwege durch NO über weite Strecken 
nicht nur parakrin, sondern auch endokrin ermöglicht. Den S-Nitrosothiolen 
werden unterschiedliche Funktionen zugeschrieben, wie die Kontrolle der Sau-
erstoffversorgung des Gewebes, die Regulation von Transkriptions-              
faktoren, Enzymen, Membranrezeptoren und Ionenkanälen. Demnach ist die   
S-Nitrosierung eine Reaktion, die ubiquitär in allen Geweben anzutreffen und 
nicht rein auf die Zirkulation beschränkt ist70.  
In Studien zur I/R wurde demonstriert, dass die Konzentration an RSNO durch 
oxidativen Stress ansteigt. Dabei wurde hauptsächlich S-nitrosiertes Albumin 
identifiziert, so dass dieses als eine Transportform für NO angesehen wird71. 
Während der Hypoxie kommt es vor allem in den ersten fünf Minuten in allen 
Organen zu einem starken Abfall der Nitrit-Konzentration während die Konzen-
tration an RSNO konsekutiv ansteigt70. Die Generation von RSNO führte in in 
vivo-Untersuchungen zu einer lang andauernden Dilatation der Arterien, so 
dass auch hier geschlussfolgert werden kann, dass RSNO in der Zirkulation des 
Menschen als Transportform für NO fungieren72.  
In einer in vivo-Studie zur myokardialen I/R konnte ein weiterer Effekt der        
S-Nitrosierung demonstriert werden. Während der Reperfusion kommt es zu 
einer S-Nitrosierung der Thiole des Komplex I der mitochondrialen                
Atmungskette, so dass der I/R-Schaden durch die verringerte Bildung reaktiver 
Sauerstoffspezies reduziert wird73. In einem tierexperimentellen Ansatz zu den 
Auswirkungen nitrosativen Stresses konnten verschiedene S-nitrosierte Pro-
teine aus dem Myokard bestimmt werden. Dabei handelte es sich vor allem um 
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Peroxiredoxine, denen hauptsächlich eine Rolle als Peroxidase zugeschrieben 
wird und die in die Wasserstoffperoxid-vermittelte Signaltransduktion involviert 
sind74. Ein Protein der Peroxiredoxin-Familie, PAG, wurde bereits als Inter-
aktionspartner von MIF identifiziert75. Ebenso wie MIF besitzen auch die 
Peroxiredoxine eine Oxidoreduktase-Aktivität und weisen darüber hinaus weite-
re strukturelle und funktionelle Ähnlichkeiten zu MIF auf76. 
 
 
1.3 Der myokardiale Ischämie-/Reperfusionsschaden 
Der Myokardinfarkt als Konsequenz der koronaren Herzkrankheit (KHK) ist 
weltweit die führende Todesursache. Jährlich sterben daran 7,2 Millionen   
Menschen (WHO 2004).  
Der Myokardinfarkt ist gekennzeichnet durch eine Ischämie des myokardialen 
Gewebes aufgrund der Okklusion einer Koronararterie. Die frühe Reperfusion 
des ischämischen Areals mittels Thrombolysetherapie oder mittels Perkutaner 
Koronarintervention (Percutaneous Coronary Intervention, PCI) ist die Therapie 
der Wahl77. Dabei kann die Reperfusion des ischämischen Myokards jedoch zu 
einer weiteren Gewebsschädigung führen, so dass die positiven Effekte der 
Reperfusionstherapie verringert werden. Dies wurde 1960 von Jennings et al. 
erstmals als myokardialer Ischämie-/Reperfusionsschaden beschrieben78. 
Trotz des steigenden Interesses an der Erforschung dieses Phänomens findet 
der myokardiale Ischämie-/Reperfusionsschaden (I/R-Schaden) aufgrund feh-
lender Interventionsmaßnahmen in den heutigen Empfehlungen zur Therapie 
des akuten Myokardinfarkts keinerlei Beachtung. Der myokardiale I/R-Schaden 
stellt daher einen sehr wichtigen Bereich medizinischer Forschung dar. 
 
1.3.1 Myokardiale Ischämie 
Die Unterbrechung der Blutzufuhr durch die Okklusion einer oder mehrerer   
Koronararterien führt durch ein Ungleichgewicht von Sauerstoffangebot und 
Sauerstoffbedarf zu einer Unterversorgung myokardialen Gewebes, der so ge-
nannten myokardialen Ischämie. Es kommt dabei zur Akkumulation von toxi-
schen Metaboliten und zu einem verringerten Angebot an anabolen Substra-
ten79. Der Sauerstoffmangel führt zu einer Abnahme der oxidativen Phosphory-
lierung und zu einem raschen Abbau energiereicher Phosphate wie Adenosin-
triphosphat (ATP) und Kreatinphosphat sowie der Glykogenreserven mit konse-
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kutivem Sistieren der mechanischen Kontraktion79. Gleichzeitig bedingt die 
Hypoxie eine Umschaltung von aerober zu anaerober Glykolyse mit nachfol-
gender Laktatproduktion. Aus der Laktatproduktion und der ATP-Hydrolyse re-
sultiert eine fortschreitende Abnahme des pH-Wertes, so dass der Na+/H+-
Antiporter aktiviert wird80. Der Mangel an energiereichen Phosphaten begründet 
die verringerte Aktivität der Na+/K+-ATPase sowie der Ca2+-ATPase des 
sarkoplasmatischen Retikulums. Daraus resultiert ein vermindertes 
Membranpotential, eine mitochondriale Kalziumeinlagerung und eine 
zytosolische Natrium- und Kalziumanreicherung. Ein Anstieg der Ca2+-
Konzentration kann verschiedene Enzyme (Phospholipasen, Proteasen und 
Nukleasen) aktivieren, die dann über den Abbau ihrer Substratmoleküle zur 
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und zu strukturellen Schäden beitra-
gen81,82. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen eine Zellschwellung 
mit Trennung der Plasmamembran vom Fibrillennetzwerk, eine Schwellung der 
Mitochondrien sowie eine Aggregation des Kernchromatins. Durch den Abbau 
von AMP kommt es zu einer Akkumulation von Adenosin und Inosin sowie ei-
nem konsekutiven Verlust der bei Reoxygenierung für die ATP-Produktion be-
nötigten Purinnukleotide bei verlängerter Ischämie83,84. Der progressive Abbau 
zu Hypoxanthin und Xanthin in den Endothelzellen führt bei Reoxygenierung 
zur Bildung von Superoxidanionen85. Die als Konsequenz sichtbaren 
pathomorphologischen Veränderungen wie Zell- und Mitochondrienschwellung 
sind bei kürzerer Ischämie reversibel. Bei verlängerter schwerer Ischämie 
kommt es zu irreversiblen Schäden u.a. in Form sarkolemmaler 
Membranrupturen86,87. 
 
1.3.2 Das myokardiale Reperfusionssyndrom 
Die Reperfusion eines ischämischen Areals kann dazu führen, dass bisher   
intakte Kardiomyozyten durch die Reperfusion sterben. Es wird angenommen, 
dass die Reperfusion selbst für 50% der endgültigen Infarktgröße verantwortlich 
ist88.  
Die histologische Charakterisierung des Reperfusionssyndrom ist gekenn-
zeichnet durch die Bildung von Kontraktionsbandnekrosen, Zellschwellung, 
Kalzifizierung der Mitochondrien sowie Rupturen sarkolemmaler Membranen78.  
Der myokardiale Schaden durch die Reperfusion kann in vier Gruppen eingeteilt 
werden88: Zunächst wurde das myokardiale „stunning“, die nach der Reperfu-
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sion trotz des Fehlens irreversibler Schädigungen und trotz des fast normalen 
koronaren Flusses verbleibende mechanische Dysfunktion des Myokards, be-
schrieben89. Weiterhin existiert das „no-reflow phenomenon“, das Unvermögen, 
eine vorher ischämische Region wegen der Zellschwellung zu reperfundieren 
als Faktor der kardialen Dysfunktion nach der Reperfusion90. Als dritter Faktor 
gilt das Auftreten von Arrhythmien, die jedoch effektiv behandelt werden kön-
nen91. Als letzter Faktor wird der letale Reperfusionsschaden diskutiert. Er gilt 
als unabhängiger Mediator des Unterganges von Kardiomyozyten und wird vor 
allem durch drei Faktoren vermittelt: durch die Entstehung von reaktiven Sauer-
stoffspezies, den Anstieg der Calcium-Konzentration und die Verstärkung des 
Inflammationsprozesses88. 
Eine geringe Konzentration freier Radikale ist für die zelluläre Homöostase, Mi-
tose, Differenzierung und Signaltransduktion erforderlich92. Eine stark erhöhte 
Radikalbildung triggert jedoch die Schädigungen durch die Reperfusion. Die 
unter physiologischen Bedingungen zur Inaktivierung reaktiver Sauerstoff-
spezies existierenden enzymatischen Entgiftungssysteme sind wegen des 
Energiesubstratmangels nach der Hypoxie nicht voll funktionsfähig. Zudem ist 
ihre Kapazität durch die erhöhte Freisetzung reaktiver Sauerstoffverbindungen 
überschritten93.  
Der plötzliche Anstieg der intrazellulären Kalzium-Konzentraion führt zu einer 
weiteren Schädigung der sarkolemmalen Membran und zu einer Dysfunktion 
des sarkoplasmatischen Retikulums, so dass es zum Tod von Kardiomyozyten 
kommen kann94. 
Inflammatorische Prozesse rücken bei der Betrachtung von Myokardschäden 
aufgrund von Ischämie und Reperfusion zunehmend in den Fokus. Durch eine 
signifikante Ischämie kommt es zur Einleitung eines Inflammationsprozesses, 
der als Voraussetzung für die Heilung und Bildung einer Narbe im Myokard gilt. 
Die Reperfusion verstärkt und beschleunigt diese Inflammation95,96. Zu Beginn 
führen die Schäden am Sarkolemm zur Aktivierung der Komplement-Kaskade97, 
wodurch ein Reiz zur Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und 
mononukleären Zellen entsteht. Die rekrutierten Monozyten differenzieren mit 
ihrer Migration in das myokardiale Gewebe zu Makrophagen, welche wiederum 
Zytokine und Wachstumsfaktoren frei setzen98. Die durch den Komplement-
Faktor C5a angeregte Degranulation von Mastzellen97 führt wie die nekro-
tischen Kardiomyozyten zur Freisetzung von Tumor Necrosis Factor (TNF)-α, 
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so dass eine Zytokinkaskade in Gang gesetzt wird99,100. Interleukin (IL)-8/ und 
monocyte chemoattractant protein (MCP)-1/CCL2, die vor allem im Rahmen der 
Reperfusion induziert werden, sind hauptsächlich für die Rekrutierung von 
Neutrophilen und Monozyten verantwortlich. Neutrophile Granulozyten migrie-
ren innerhalb der ersten sechs Stunden nach der Ischämie in die Infarktzone 
und innerhalb von 24 Stunden in das myokardiale Gewebe.  
Zur Gegenregulation der Inflammation dient das aus T-Helferzellen und Mono-
zyten frei gesetzte IL-10. IL-10 unterdrückt die Produktion von pro-
inflammatorischen Faktoren wie TNF-α, IL-6 und IL-8 und gilt als Regulator der 
Funktion der Makrophagen101. 
 
1.3.3 NO- und Nitrit-mediierte Kardioprotektion während der       
Ischämie/Reperfusion 
Durch viele verschiedene Studien konnte gezeigt werden, dass die Applikation 
von Stickstoffmonoxid den myokardialen, zerebralen und hepatischen I/R-
Schaden reduziert57,92,102,103. Sowohl die Überexpression der eNOS104 und die 
Gabe von NO-Donoren105 als auch die NO-Gas-Therapie haben sich als kar-
dioprotektiv erwiesen106. Dieser Effekt kann durch einige der zahlreichen Funk-
tionen des Stickstoffmonoxids zumindest teilweise erklärt werden. NO agiert als 
Vasodilatator im Myokard, so dass das infarzierte Areal schnell wieder 
perfundiert werden kann. Außerdem kommt es durch die NO-vermittelte Hem-
mung der Adhäsion von neutrophilen Granulozyten und Aggregation von 
Thrombozyten zu einer verringerten Okklusionsrate der Koronargefäße. Weiter-
hin wird der durch die Mitochondrien verursachte Schaden durch die Hemmung 
der mitochondrialen Atmungskette verringert. Der NO-mediierte Effekt wird 
durch die Hemmung der Apoptose komplettiert106. Dieser kardioprotektive Effekt 
kann nur dann durch NO vermittelt werden, wenn die NO-Konzentration im  
physiologischen (nanomolaren) Bereich liegt. Eine darüber hinaus gehende 
NO-Konzentration führt zu gegenteiligen Effekten und fördert die Nekrose und 
die Apoptose107.  
Viele verschiedene Studien haben versucht, die zytoprotektiven Signalwege 
des Stickstoffmonoxids aufzuklären. Dabei scheint die Aktivierung mehrere  
unterschiedlicher Signalwege, die Kardioprotektion vermitteln, und die Inter-
aktion mit verschiedenen Transportern und Kanälen für die Kardioprotektion 
verantwortlich zu sein106. Zu den aktivierten Signalwegen zählt die 
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Proteinkinase C (PKC), der ERK1/2-Signalweg und die Interaktion mit den Ja-
nuskinasen (JAKs)107.  
Weiterhin führt die Senkung der intrazellulären Ca2+-Konzentration zu 
kardioprotektiven Effekten. Stickstoffmonoxid vermittelt dies durch den Anstieg 
der Aktivität der Ca2+-ATPase-2a im sarkoplasmatischen Retikulum (SERCA2a) 
bei gleichzeitige Hemmung der L-Typ Ca2+-Kanäle durch eine S-Nitrosylierung   
dieser. Die Reduktion der Ca2+-Konzentration verringert den in der Reperfusion 
durch Ca2+ vermittelten Schaden108,109,110. Eine Aktivierung der Proteinkinase G 
(PKG) führt zur Aktivierung ATP-abhängiger K+-Kanäle der Mitochondrien (mito 
KATP Kanäle), so dass mehr K+ in die Mitochondrien transportiert werden 
kann111. Weiterhin wirkt die S-Nitrosierung des Komplex I der mitochondrialen 
Atmungskette zytoprotektiv, da es zu einer verringerten Generierung von reakti-
ven Sauerstoffspezies kommt112. 
Während der Ischämie verfügen die betroffenen Zellen nur über geringe     
Mengen Sauerstoff. Da Sauerstoff jedoch Kofaktor der NOS ist, scheint das 
während der I/R gebildete NO nicht aus der enzymatischen Umwandlung durch 
die NOS hervorzugehen.  
Es konnte gezeigt werden, dass auch die Applikation von Nitrit während der I/R 
zu einer Verringerung des Infarktareals führt57,102. Aufgrund dessen wurde die 
Reduktion von Nitrit als Quelle für das kardioprotektive Stickstoffmonoxid durch 
die azidische Disproportionierung, die XOR, das Cytochrom C und die ver-
schiedenen Hämproteine diskutiert (s.o.). Direkte Wirkungen von Nitrit konnten 
jedoch ebenso nachgewiesen werden113.  
Nitrit repräsentiert einen großen zirkulierenden bioaktiven NO-Pool114. Gleich-
zeitig ist Nitrit auch in mikromolarer Konzentration im Myokard präsent115. Der 
Nitritgehalt des Myokards, welcher in direkter Abhängigkeit zur Aktivität der  
NO-Synthase steht, korreliert mit dem O2-Gehalt des Gewebes und nimmt bei 
Sauerstoffmangel ab70. In neuen Studien konnte dies durch das sauerstoffspei-
chernde Muskelprotein Myoglobin erklärt werden. Myoglobin ist hauptsächlich 
für die Reduktion des Nitrits zu NO verantwortlich, wenn es wie in der Ischämie 
und Hypoxie in seiner desoxygenierten Form (desoxyMb) vorliegt65. In einem in 
vivo I/R-Modell mit Myoglobin-defizienten Mäusen konnte gezeigt werden, dass 
die durch desoxyMb vermittelte Reduktion von Nitrit zu NO den Hauptmecha-
nismus der Vermittlung der kardioprotektiven Wirkung des Nitrits darstellt67. Ein 
Teil der zytoprotektiven Effekte kann durch die Wirkung von NO auf den Kom-
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plex I der Atmungskette erklärt werden. Die Applikation von Nitrit und die an-
schließende Reduktion zu NO führt zur S-Nitrosierung des Komplex I und damit 
zur Reduktion der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, der mitochondrialen 
Permeabilitätstransition und der Freisetzung von Cytochrom c73. 
In welchem Zusammenhang die antioxidative Wirkung von MIF und der 
protektive Einfluss von Nitrit beim myokardialen I/R-Schaden zueinander ste-
hen, ist nicht bekannt. 
 
 
1.4 Zielsetzung 
In verschiedenen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass eine niedrige 
Nitritdosis einen zytoprotektiven Effekt auf den Ischämie-/Reperfusionsschaden 
ausübt. Dieser Effekt wird hauptsächlich durch die Reduktion des Nitrits zu NO 
durch die Nitritreduktasefunktion des desoxygenierten Myoglobins vermittelt.  
Es konnte auch gezeigt werden, dass das Zytokin MIF während der I/R eine 
kardioprotektive Wirkung besitzt.  
Während der I/R kommt es zum Anstieg der Konzentration an S-Nitrosothiolen. 
Gleichzeitig wurde die funktionelle Bedeutung der S-Nitrosothiole anhand der  
S-Nitrosierung des Komplex I der Atmungskette verdeutlicht.  
Da MIF drei Cysteine besitzt, besteht die Möglichkeit einer posttranslationalen 
Modifikation durch NO in Form einer S-Nitrosierung der Cysteine.  
In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob es eine Interaktion zwi-
schen Nitrit und MIF gibt. Des Weiteren sollen die Effekte eines möglichen 
Zusammenwirkens von Nitrit und MIF auf den I/R-Schaden und die Regulation 
von oxidativem Stress geprüft werden. 
So soll geprüft werden, ob die zytoprotektiven Effekte des Nitrits mit den Sig-
nalwegen von MIF interagieren. Hierzu wurden ex vivo und in vivo Tierver-
suchsmodelle sowie biochemische Analysen und in vitro Untersuchungen ge-
wählt.  
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2. Material und Methoden 
 
2.1 Chemikalien, Lösungen, Gase 
Amplex® Red Hydrogen Peroxide Kit Invitrogen, Karlsruhe 
Antifoam SE15      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Anti-MIF-Antikörper  UK Aachen, Institut für 
Biochemie (Univ.-Prof. 
Dr.rer. nat. J. Bernhagen) 
Argon        Linde, Unterschleißheim 
Roti Nanoquant Protein Assay    Bio-Rad, München 
Calciumchlorid (CaCl2)     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Carbogen (95% O2/5% CO2)    Linde, Unterschleißheim 
Evans-Blue (C34H24N6Na4O14S4)    Sigma-Aldrich, Steinheim 
Glukose       Sigma-Aldrich, Steinheim 
Heparin       Ratiopharm, Ulm 
Helium       Linde, Unterschleißheim 
Isocitratdehydrogenase     Sigma Aldrich, Steinheim 
Isofluran (C3H2ClF5O) Forene®, Abbott, Wiesba-
den 
Jod (I2)       Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kaliumchlorid (KCl)      Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)   Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kaliumiodid (KI)      Merck, Darmstadt 
Ketamin (C13H16ClNO) Ketanest®, Pfizer Phar-
ma, Karlsruhe 
Magnesiumsulfat (MgSO4)     Merck, Darmstadt 
Macrophage migration Inhibitory Factor (MIF) UK Aachen, Institut für 
Biochemie (Univ.-Prof. 
Dr.rer. nat. J. Bernhagen) 
Macrophage migration Inhibitory Factor-Mutanten UK Aachen, Institut für 
Biochemie (Univ.-Prof. 
Dr.rer. nat. J. Bernhagen) 
Myoglobin (Pferdeherzmuskel) Sigma-Aldrich, Steinheim 
NADP        Sigma-Aldrich, Steinheim 
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Natriumchlorid (NaCl)     Merck, Darmstadt 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)   Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid (NaOH)     Merck, Darmstadt 
Natriumnitrit (NaNO2)     Merck, Darmstadt 
Natriumnitrat (NaNO3)     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS)   Serag-Wiessner, Naila 
Pyruvat       Boehringer, Ingelheim 
Sephadex G-25m      Sigma-Aldrich, Steinheim 
S-Nitrosoglutathion (GSNO)    Alexis, Lörrach 
S-Nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamine (SNAP)  Alexis, Lörrach 
Stickstoff, flüssig      RWTH Aachen 
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat     Merck, Darmstadt 
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid    Sigma-Aldrich, Steinheim 
Tris-HCl pH7,4      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Urethan (C3H7NO2)      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Wasser, bidest.      Millipore 
Xylazin (C12H16N2S) Rompun®, Medistar, 
Holzwickede 
 
 
2.2 Verbrauchs- und sonstige Materialien 
Aortenkanüle Hugo Sachs Elektronik, 
March-Hugstetten 
Dreiwegehahn Braun, Melsungen, 
Schweiz 
Frischhaltefolie     Melitta, Minden 
Futter Harlan Teklad Europe, 
Borchen 
Glasfritte Hugo Sachs Elektronik, 
March-Hugstetten 
Glasherzkammer      Verhees, Neuss 
Glaspistille       Schütt, Göttingen 
Glas-Reaktionsgefäß     Verhees, Neuss 
Nadel mit 6-0-Prolene     Serag-Wiessner, Naila 
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Nadel mit 7-0 Seide     Serag-Wiessner, Naila 
Rasierklinge       Wilkinson, Solingen 
Schläuche Tygon®, Ismatec, Wert-
heim-Mondfeld 
Seide 5-0       Serag-Wiessner, Naila 
Silikonschläuche Reichelt Chemietechnik, 
Heidelberg 
Spritze, gasdicht Hamilton, Bonaduz, 
Schweiz 
Thoraxspanner      FST, Heidelberg 
 
 
2.3 Geräte 
Beatmungsgerät, Uno Micro-Ventilator 01 Uno, Zewenaar, Nieder-
lande 
(Küvetten-)Spektrophotometer    Beckman Coulter, Krefeld 
(Küvetten-)Spektrophotometer, temperierbar Amersham Biosciences, 
New Jersey, USA 
(Platten-)Spektrophotometer    BMG Labtech, Offenburg 
CLD Analysator Typ CLD 88 NO, 
Ecophysics, Schweiz 
Druckwandler Hugo Sachs Elektronik, 
March-Hugstetten  
Durchflussmesser Hugo Sachs Elektronik, 
March-Hugstetten 
Homogenisator    Schütt, Göttingen  
HSE Stimulator P Hugo Sachs Elektronik, 
March-Hugstetten 
Infusionspumpe Predictor Infors, Basel, 
Schweiz 
Kamera    Hitachi, Duisburg  
Langendorff-Anlage Hugo Sachs Elektronik, 
March-Hugstetten  
Mikroskop (MZ 95)    Leica, Wetzlar 
pH-Meter    Roth, Karlsruhe 
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Rollerpumpe Isma Tec, Wertheim-
Mondfeld  
 
 
2.4 Software 
Chromstar Version 6.2 Software für Chromato-
graphie und Prozessana-
lytik GmbH, Weyhe-
Leeste 
Diskus - Software zur Plani- 
metrierung histologischer 
Schnitte Technisches Büro Hilgers, 
Königswinter 
Microsoft Office 2003 
Microsoft Windows XP 
Origin 7G OriginLabCorporation, 
USA 
 
 
2.5 Herstellung einer desoxygenierten Myoglobin-Lösung 
Zur Herstellung einer 1mM Myoglobin-Lösung65 wurde aus Pferdeherzmuskel 
isoliertes Myoglobin, das durch das Fehlen von freien Cysteinen selbst keine  
S-Nitrosoverbindung eingehen kann, verwendet. Das Myoglobin wurde hierzu 
vorsichtig im Dunkeln bei 4°C durch Rotation in Phosphat-gepufferter Salzlö-
sung (PBS) gelöst. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten ebenfalls im Dunkeln 
bei 4°C.  
Zu der Lösung wurde eine Spatelspitze Natriumdithionit hinzu gegeben, um 
diese zu desoxygenieren. Im Anschluss daran wurde die Lösung 15 min mit 
100% O2 begast. 
Dann erfolgte die Entsalzung der Lösung mittels Sephadex G25m. Das so    
gewonnene Eluat wurde mit einem Chelatbildner versetzt (0,1 M EDTA) und 
anschließend wiederum 15 min mit 100% O2 oxygeniert. Die komplette 
Oxygenierung des Myoglobins erlaubte dann die photometrische Bestimmung 
der Konzentration bei λ = 542 nm (ε542 = 13,9 cm-1mM-1). 
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Der myokardialen Myoglobinkonzentration entsprechend wurde die Myoglobin-
lösung mittels PBS auf 200 µM verdünnt. 
Die Myoglobinlösung wurde zur Verminderung der Schaumbildung mit einer 
geringen Menge Antifoam SE 15 versetzt und bei 37°C für 15 min mit 100% 
Argon begast. Die komplette Desoxygenierung wurde durch den Farbumschlag 
von rot nach braun deutlich. 
 
 
2.6 Macrophage migration Inhibitory Factor 
Die in dieser Arbeit verwendeten MIF-Lösungen, MIF-Mutanten C57S, C60S 
und C81S14 und der anti-MIF-Antikörper wurden freundlicherweise von Herrn 
Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Jürgen Bernhagen, Institut für Biochemie und Moleku-
larbiologie, Universitätsklinikum Aachen, bereitgestellt6,14,116,117. 
Die Aufbewahrung der Proteine erfolgte in 20 mM Natriumphosphatpuffer. Für 
die in verschiedenen Versuchen benötigten Konzentrationen wurden MIF bzw. 
die MIF-Mutanten in PBS verdünnt. 
 
 
2.7 Bestimmung von S-Nitrosoverbindungen mittels reduktiver Gas-
phasen-Chemilumineszenzdetektion 
 
2.7.1 Prinzip der Gasphasen-Chemilumineszenzdetektion 
Die Methode der Chemilumineszenzdetektion (CLD) beruht auf der Messung 
von Lichtquanten, die stöchiometrisch bei der Gasphasen-Chemilumineszenz 
von NO mit Ozon freigesetzt und via Chemilumineszenzdetektion registriert 
werden. 
Mittels Chemilumineszenz kann freies NO unmittelbar gemessen werden. Es ist 
auch möglich, die Speicherformen und Abbauprodukte des NO (Nitrit, Ni-      
trosamine, Nitrosothiole, restliche Nitrosospezies) zu quantifizieren, sobald man 
das NO aus der jeweiligen Bindung freisetzt118. 
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2.7.2 Aufbau der reduktiven Chemilumineszenzdetektion 
Dem Chemilumineszenz-Detektor wird ein Glas-Reaktionsgefäß direkt vor-
geschaltet. Die Reduktionslösung wird von Helium durchströmt, welches als     
inertes Trägergas fungiert. In der Reduktionslösung findet die Reduktion von 
Nitrit und von Nitrosospezies statt, so dass NO freigesetzt wird. Das frei wer-
dende NO gelangt über eine mit 1 M NaOH gefüllte Waschflasche zum 
Chemilumineszenzdetektor (s. Abb. 3). Die Reduktionslösung, bestehend aus 
45 mM Kaliumjodid/10 mM Jod in Essigsäure68, ermöglicht die Messung von 
Nitrit und Nitrosospezies (RXNO), worunter Nitrosothiole (RSNO) und Ni-
trosamine (RNNO) zu zählen sind.  
 
2.7.3 Untergruppen der Nitrosoverbindungen 
RXNO: Um alle Nitrosospezies (RXNO = RSNO+RNNO) zu detektieren, ist die 
Vorinkubation der Probe mit 0,5%iger Sulfanilamidlösung in 25%iger Salzsäure 
nötig, um freies Nitrit abzufangen. Sulfanilamid bildet mit Nitrit ein stabiles 
Diazoniumsalz, das nicht mehr reduziert wird119.  
RNNO: Wird eine Probe mit Quecksilberchlorid (0,2%) inkubiert, werden RSNO 
über NO+ zu Nitrit (NO2-) reduziert. Wird diese Probe anschließend wiederum 
mit Sulfanilamid inkubiert, enthält die Probe weder RSNO noch Nitrit, sondern 
nur noch Stickstoff-gebundene Nitrosierungsprodukte (RNNO = Nitrosamine). 
Abb. 3: Aufbau der Anlage zur reduktiven Gasphasen-Chemilumineszenz 
2. Material und Methoden 
 
21 
RSNO: Die Schwefel-gebundenen Nitrosierungsprodukte (RSNO = Nitroso-
thiole) werden anhand der Differenz zwischen den gemessenen RXNO und 
RNNO errechnet (s. Abb. 4). 
 
 
 
 
2.7.4 Durchführung der Messung 
Vor Beginn der Messung wurde der untere Teil des Reaktionsgefäßes auf 60°C 
erwärmt, der obere Teil auf ca. 4°C gekühlt. Nach Einfüllen der Reduktionslö-
sung wurde zunächst eine Eichreihe unterschiedlicher Nitritkonzentrationen     
(0 nM – 50 nM – 100 nM – 150 nM – 200 nM) gemessen, um eine Eichung vor-
nehmen zu können. 
 
 
2.8 Versuchstiere 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Wildtypmäuse des Stammes C57BL/6 (MIF+/+-
Mäuse) verwendet.  
Die Versuchstiere im Alter von 12 ± 2 Wochen wiesen ein mittleres Körperge-
wicht von 23 ± 1 g mit einem durchschnittlichen Herzgewicht von 168 ± 23 mg 
auf. 
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Abb. 4: Messsignal bei der Applikation einer Probe zur Bestimmung von Nitrit, RSNO und 
RXNO. 
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2.9 Ex vivo Modell der myokardialen Ischämie/Reperfusion 
 
2.9.1 Das isolierte perfundierte Herz nach Oscar Langendorff 
Die Grundlage des isolierten perfundierten Herzmodells bildet die 1895/1897 
von Oscar Langendorff entwickelte Methode, die der ex vivo Untersuchung von 
hämodynamischen Parametern dient120. 
Das Prinzip dieser Methode besteht darin, eine zur Erhaltung der Herztätigkeit 
geeignete, mit Sauerstoff angereicherte Flüssigkeit durch eine in der Aorta   
ascendens platzierte Metallkanüle retrograd zu perfundieren. 
Der retrograd gerichtete Perfusionsfluss bewirkt den Schluss der Aortenklappe 
und damit die Perfusion der Koronargefäße. 
Um den linksventrikulären Druck und die Vorlast zu bestimmen, wird ein 
flüssigkeitsgefülltes Ballonkathetersystem über den linken Vorhof in den linken 
Ventrikel eingebracht und über einen Druckwandler abgeleitet.  
Zur Standardisierung der Versuchsbedingungen wurden die isolierten Herzen 
mithilfe eines externen Schrittmachers auf eine Herzfrequenz von 600 Schlägen 
pro Minute rhythmisiert. 
Die Applikation von exogenen Substanzen erfolgte mittels einer Infusionspumpe 
über einen seitlichen Zugang. Dieser befindet sich zur Vermeidung einer Kon-
tamination des gesamten Systems oberhalb der Aortenkanüle (s. Abb. 5). 
Abb. 5: Aufbau der Langendorff-Apparatur (modifiziert nach Hugo Sachs Elektronik-
Harvard Apparatus). 
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2.9.2 Präparation der Herzen 
Vor der Tötung der Mäuse wurde die Narkose mittels einer intraperitonealen 
Urethan-Injektion (1200 mg/kg Körpergewicht) eingeleitet. Die Mäuse wurden 
mittels Heparin intraperitoneal (1000 IE/kg Körpergewicht) antikoaguliert. An-
schließend erfolgte die zervikale Dislokation. 
Zur Präparation des Herzens wurde der Brustkorb unterhalb des Sternums er-
öffnet, danach erfolgte die Durchtrennung der Rippen nach axial. 
Nach der Durchtrennung von Aorta und Vena cava inferior konnte das Herz 
einschließlich des Aortenbogens und der Lungen angehoben und nach Durch-
trennung von Vena cava superior und Trachea entnommen werden. 
Herz und Lungen wurden sofort in eiskalten Krebs-Henseleit-Puffer (s. Kapitel 
2.9.3) aufgenommen. In einer Präparierschale unter dem Mikroskop konnte das 
Herz vollständig präpariert werden. Dabei erfolgt die Entfernung der Lungen, 
des restlichen Ösophagus, des Thymus und des Perikards. 
Die Aorta ascendens wurde distal des Truncus brachiocephalicus durchtrennt. 
Anschließend wurde die Aorta ascendens auf eine Aortenkanüle geschoben 
und dort mit 5-0 Seide verknotet. Über die Aortenkanüle konnte das isolierte 
Herz an die Langendorff-Apparatur angeschlossen werden, so dass die retro-
grade Perfusion gestartet werden konnte. 
 
 
2.9.3 Retrograde Perfusion 
Die Perfusion der isolierten Herzen erfolgte mit einem modifizierten Ansatz der 
von Krebs und Henseleit entwickelten salinen Lösung67. Die Lösung bestand 
aus 116 mM NaCl, 4,6 mM KCl, 1,1 mM MgSO4, 24,9 mM NaHCO3, 2,5 mM 
CaCl2, 1,2 mM KH2PO4, 8,3 mM Glukose und 2 mM Pyruvat. Um Kalzium-
präzipitation zu verhindern, wurde das CaCl2 erst nach einer zehnminütigen 
Begasung mit Carbogen zugesetzt. Zur Vermeidung einer Fremdkörperembolie 
wurde die Lösung vor der Perfusion gefiltert (Porengröße ≤ 5 µm). Vor der Per-
fusion der Herzen wurde die Lösung auf ca. 37°C erwärmt und währenddessen 
permanent mit Carbogen begast. 
Die Perfusion erfolgte retrograd über die Aortenkanüle mit einem dem mittleren 
Blutdruck entsprechenden Druck von 100 mmHg (druckkonstante Perfusion). 
Die retrograde Perfusion diente dabei einerseits der Entfernung von Blutresten, 
andererseits der Aufrechterhaltung des myokardialen Stoffwechsels. 
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2.9.4 Ex vivo Protokoll der myokardialen Ischämie/Reperfusion 
Nach Rhythmisierung des Herzens auf ca. 600 Schläge pro Minute und dem 
Einführen des Ballons über das linke Atrium in den linken Ventrikel folgte eine 
20-minütige Einschlag- und Äquilibrierungsphase des Herzens. Während dieser 
Phase wurde vorbereitend bereits die linke Koronararterie mit einer 7-0 Nadel-
Seidenfaden-Kombination unterbunden und ein lockerer Knoten gefasst, in den 
unmittelbar vor der Ischämie ein 5 mm langer Silikonschlauch eingelegt wurde. 
Durch Zuziehen des Knotens wurde die Ischämie induziert, wobei durch Abfall 
der Flussrate die richtige Platzierung der Ligation kontrolliert werden konnte.  
Nach 30 min wurde die Ischämie beendet, indem der Knoten wieder gelöst 
wurde. Im Falle einer videoplanimetrischen Infarktgrößenbestimmung wurde der 
Faden für die anschließende Färbung belassen. Nach 180 min Reperfusion  
(oder 5 min Reperfusion für die biochemischen Analysen (s. Kapitel 2.11)) 
konnte das Herz von der Langendorff-Apparatur entfernt und die weitere Be-
handlung des Herzens begonnen werden (s. Abb. 6). 
 
Für die biochemischen Assays zur Detektion der Aconitase-Aktivität und der 
Entstehung von Wasserstoffperoxid (H2O2) wurde die Reperfusion nach 5 min 
beendet. 
 
2.9.5 Färbung zur Charakterisierung der Area at Risk und des Infarkt-
areals 
Durch die Ligation der linken Koronararterie entsteht im Myokard ischämisches 
Gewebe.  
Dabei sind histologisch drei Regionen zu unterscheiden, die die von der Ischä-
mie verschieden stark betroffenen Areale repräsentieren:  
Vitales Gewebe:  Myokard, das nicht von der  
  Ischämie betroffen ist 
Abb. 6: Methodik des ex vivo Modells zur I/R. Nach einer 30minütigen Ischämiezeit wurden 
die Herzen entweder 180 min oder 5 min reperfundiert. 
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Ischämisches Gewebe (Area at Risk (AAR)):  Myokard, das durch die Ligation 
der linke Koronararterie temporär 
nicht mehr versorgt wird 
Infarziertes Gewebe:    nekrotisches Myokard 
Die Unterscheidung dieser drei Regionen erfolgt durch zwei unterschiedliche 
Färbungen. 
Zunächst wurde die Ligation der linken Koronararterie wieder hergestellt. Dies 
war möglich, da bei Beendigung der Ischämie lediglich der Knoten gelöst, der 
Faden jedoch belassen wurde. Dann wurde 1 ml des Farbstoffes Evans-Blue  
(1 ml einer 1%igen Lösung) über die Aortenkanüle appliziert. Durch die erneute 
Ligation wurde so nur das vitale Gewebe gefärbt. Das Herz wurde danach in 
Frischhaltefolie gewickelt und bei –20°C für 1 h gelagert.  
Mit einer Rasierklinge wurden - am Apex beginnend - 1 mm dicke Querschnitte 
des Herzens gefertigt. Das Gewicht jeder Scheibe wurde erfasst.  
Zur Differenzierung der AAR vom infarzierten Gewebe innerhalb der AAR   
wurden die Herzschnitte für 5 min in einer 37°C warmen 1%igen 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Lösung inkubiert121. TTC ist ein Redox-
Farbstoff, der durch mitochondriale Dehydrogenasen mittels oxidativer      
Phosphorylierung in rotes, unlösliches 1,3,5-Triphenylformazan umgewandelt 
wird. Da so nur Gewebe gefärbt werden kann, das über funktionsfähige mito-
chondriale Enzyme verfügt, dient diese Färbung der Unterscheidung von 
ischämischem und infarziertem Gewebe. 
Nach der Färbung stellt sich also das vitale Gewebe blau, das ischämische 
Gewebe rot und das infarzierte Gewebe ungefärbt (weiß) dar (s. Abb. 7). 
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Abb. 7: Bild eines Herzschnittes nach beiden Färbeschritten. Vitales Gewebe stellt sich blau,  
ischämisches Gewebe rot und infarziertes Gewebe weiß dar. Zur Messung der Infarktgröße 
werden die Herzschnitte videoplanimetrisch analysiert, so dass die Fläche des linken Ventrikels, 
der AAR und des Infarktes bestimmt werden kann. 
 
2.9.6 Infarktgrößenmessung 
Die Herzschnitte wurden nach der Färbung photographiert und mittels einer 
Bildverarbeitungssoftware (Diskus) ausgewertet. Zur Auswertung wurden die 
Flächen des linken Ventrikels (LV), der Area at Risk (AAR) und des Infarkts (I) 
bestimmt. 
Das Verhältnis des Infarktgebietes zur AAR unter Berücksichtigung des Ge-
wichtes der Schnitte (G) wurde nach folgender Formel ermittelt: 
 
                             I1                     I2                          I3                        I4                                               
                        ────  x G1   +   ────  x G2    +   ────  x G3   +    ────  x G4                   
    I                      LV1                  LV2                       LV3                    LV4 
────   =   ──────────────────────────────────────────────    x 100%            
 AAR                 AAR1                  AAR2                  AAR3                  AAR4                                               
                        ────  x G1   +    ────  x G2   +   ────  x G3   +    ────   x G4                   
                           LV1                     LV2                       LV3                 LV4 
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2.10 In vivo Modell der myokardialen Ischämie/ Reperfusion 
 
2.10.1 Operation 
Die Mäuse wurden mit einer intraperitonealen Injektion von 60 mg/kg Kör-
pergewicht Ketamin anästhesiert und mit 10 mg/kg Körpergewicht Xylazin 
relaxiert. Anschließend erfolgte die orale Intubation der Mäuse mittels einer 
Venenverweilkanüle.  
Die Narkose wurde während der Operation mit einem Gemisch aus 33% 
Sauerstoff / 2% Isofluran über ein Beatmungsgerät aufrechterhalten. Die Be-
atmung erfolgte mit einer Atemfrequenz von 140  Atemzügen/min und einem 
Atemzugvolumen von ca. 2 ml. 
Nach der Hautdesinfektion mit Betaisodona wurde ein Hautschnitt über dem 
vierten Interkostalraum gesetzt. Im Anschluss daran wurde die oberflächliche 
Muskulatur bis zu den Rippen inzidiert. Durch die Durchtrennung der Inter-
kostalmuskulatur und die stumpfe Präparation der Pleura wurde der Thorax 
zwischen der vierten und fünften Rippe eröffnet. Nach dem Einsetzen der 
Thoraxspanner wurde das Perikard eröffnet. 
Daran anschließend wurde die linke Koronararterie lokalisiert und mit 7-0 
Seide vorbereitend unterstochen. In die entstehende Schlaufe wurde ein 
dünner Silikonschlauch eingelegt, so dass der Knoten ohne direkte Gewebs-
verletzung für die entsprechende Zeit zugezogen und wieder gelöst werden 
konnte. 
Die Ischämie wurde durch Zuziehen des Knotens initiiert. 
Während der andauernden Ischämie der linken Koronararterie wurde der 
Thorax lediglich provisorisch verschlossen und mit feuchter Gaze bedeckt, 
um das Austrocknen zu vermeiden. 
Zur Einleitung der Reperfusion wurde der Knoten wieder gelöst, der Faden 
dabei jedoch belassen. 
Im Anschluss an das Lösen der Ligation wurde der Thorax mit resorbierba-
rem Nahtmaterial dreischichtig (Thorax, Interkostalmuskulatur, Haut) ver-
schlossen. 
Nach Ausleiten der Narkose wurden die Mäuse extubiert und anschließend 
noch ca. 10 min mit einer speziellen Maske mit Raumluft beatmet. Die     
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A6550 + H2O2 Resorufin 
HRP 
postoperative Analgesie erfolgte mit 0,1 mg/kg Körpergewicht Buprenorphin 
subkutan alle 12 Stunden nach der Operation. 
 
2.10.2 In vivo Protokoll der myokardialen Ischämie/Reperfusion 
Grundsätzlich wurde die Ischämie der linken Koronararterie für 30 min auf-
rechterhalten, gefolgt von einer 24-stündigen Reperfusion102 (s. Abb. 8).  
Die Herzexplantation, die Färbung zur Charakterisierung der AAR und des 
Infarktareals sowie die Messung der Infarktgröße erfolgten ebenso wie bei 
dem ex vivo Modell der I/R (s. Kapitel 2.9). 
 
 
2.11 Charakterisierung des Effekts der Ischämie/Reperfusion an-
hand von Markern für oxidative Zellschädigung 
 
2.11.1 Messung der Wasserstoffperoxid-Konzentration 
Die Messung der Wasserstoffperoxid(H2O2)-Konzentration erfolgt mittels des 
Amplex Red® Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assays nach Angaben des 
Herstellers. Die Oxidation des Farbstoffes Amplex Red® zum rot fluoreszie-
renden Produkt Resorufin durch H2O2 wurde spektrophotometrisch bei einer 
Anregung von λ = 560 nm und einer Fluoreszenzemission von λ = 590 nm 
gemessen. Der Assay beruht auf der Oxidation des für H2O2 spezifischen, 
nicht fluoreszierenden Farbstoffes A6550 (N-acetyl-3,7-dihydrophenoxazin, 
Amplex Red®) zum rot fluoreszierenden Resorufin. Diese Oxidation wird 
durch eine Peroxidase, z.B. die Meerrettichperoxidase (Horsereddish-
peroxidase (HRP)) vermittelt (s. Abb. 9).  
 
 
 
Abb. 8: Protokoll des in vivo Modells zur myokardialen I/R. 
 
Abb. 9: Schema der Funktionsweise des Amplex Red® Assays 
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Aconitase 
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2.11.2 Bestimmung der Aconitase-Aktivität 
Physiologie der Aconitase 
Die Aconitase ist ein Enzym des Citratzyklus und daher mitochondrial lokali-
siert. Sie isomerisiert Citrat zu Isocitrat über cis-Aconitat. Das so entstehende 
Isocitrat wird durch die Isocitratdehydrogenase zu α-Ketoglutarat reduziert. 
Durch diese Reduktion wird gleichzeitig NAD zu NADH + H+ oxidiert (s. Abb. 
10).  
Die Eisen-Schwefel-Cluster [4Fe-4S] der Aconitase sind funktionell wichtig 
für deren Aktivität. Eines dieser Eisenionen ist nicht protein-, sondern hydro-
gengebunden, dort binden die Substrate der Aconitase. Fehlt dieses Eisen-
ion, wird die Aconitase inaktiviert. 
Die Aconitase ist sensitiv gegenüber oxidativem Stress. Eine Oxidation des 
[4Fe-4S]-Cluster zu einem [3Fe-4S]-Cluster kann durch Superoxide (O2-), 
Wasserstoffperoxide (H2O2) und andere oxidative Spezies wie beispielsweise 
Peroxynitrit (ONOO-) erfolgen und geht mit einer Inaktivierung der Aconitase 
einher122. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Probenvorbereitung 
Für die Messung der Aconitase-Aktivität im Rahmen der myokardialen      
Ischämie/Reperfusion wurden Mäuseherzen verwendet, die nach dem ex 
vivo Protokoll (s.o.) vorbereitet  und anschließend in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren wurden67,123. 
Abb. 10: Physiologische Funktion der Aconitase: Isomerisierung 
von Citrat zu Isocitrat. 
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Zur Messung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wurden die Herzen auf-
getaut. Nach dem Zerkleinern wurden sie mit einem Homogenisator (Schütt, 
Göttingen) unter Zugabe von NaCl homogenisiert. Die Homogenate wurden 
entsprechend verdünnt und in den unten beschriebenen Assay eingesetzt. 
 
Messung der Aconitase-Aktivität 
Zur Messung der Aconitase-Aktivität in myokardialem Gewebe wurde dem 
Homogenat 50 mM Tris-HCl (pH 7,4), 30 mM Natriumcitrat, 0,2 mM NADP 
und 2 mU Isocitratdehydrogenase hinzugefügt. Nach einer lichtgeschützten 
Inkubation von ca. 5 min bei 37°C wurde die Bildung von NADH mit einem 
Spektrophotometer (Amersham Biosciences, USA) bei λ = 340 nm für 15 min 
bei 37°C verfolgt. 
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3. Ergebnisse 
 
3.1 S-Nitrosierung des Macrophage Migration Inhibitory Factor 
Die Eigenschaft des desoxygenierten Myoglobins (desoxyMb), Nitrit zu NO 
zu reduzieren, konnte bereits in vorangegangenen Arbeiten gezeigt wer-
den65.  
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Reduktion von Nitrit durch 
desoxyMb auch bei der Vermittlung des zytoprotektiven Effekts während des 
I/R-Schadens eine entscheidende Rolle spielt67. 
Der Mechanismus der Myoglobin-mediierten Bildung von Nitrit wurde hier 
genutzt, um die Cysteingruppen von MIF zu S-nitrosieren.  
 
3.1.1 S-Nitrosierung von MIF 
Zur S-Nitrosierung von MIF wurde zu der desoxygenierten Myoglobinlösung 
ca. 400 nM rekombinantes MIF (rMIF) hinzugefügt, anschließend wurde      
25 µM Nitrit appliziert. Das entstandene Gemisch wurde für 1 h bei 37°C im 
Dunkeln inkubiert.  
Die entstehende Verbindung aus S-nitrosiertem rMIF wird weiterhin als MIF-
SNO bezeichnet. 
 
3.1.2 Bestimmung von S-Nitrosoverbindungen 
Nach der Inkubationszeit wurde eine Probe des Gemisches entnommen und 
für die Bestimmung der Nitrosospezies vorbereitet. Zur Detektion aller 
Nitrosospezies (RXNO) wurde eine Probe mit Sulfanilamid inkubiert, zur De-
tektion der Nitrosamine (RNNO) wurde eine Probe sowohl mit Quecksilber-
chlorid als auch mit Sulfanilamid behandelt (s. Abb. 11). 
Die Bestimmung der Nitrosospezies erfolgte mittels reduktiver Gasphasen-
Chemilumineszenzdetektion (s.o.). Die Konzentration der S-Nitrosothiole 
(RSNO), die durch S-nitrosiertes MIF gebildet werden, ergibt sich aus der 
Differenz aus RXNO und RNNO. 
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Abb. 11: Versuchsansatz zum Nachweis der S-Nitrosierung von MIF. Nach der Inkubation von 
desoxyMb mit Nitrit wird dieses zu Stickstoffmonoxid (NO) reduziert und kann nach Zugabe von 
MIF dessen SH-Gruppen S-nitrosieren. Dies führt zur Bildung von MIF-SNO. Die Detektion 
erfolgt mittels reduktiver Gasphasen-Chemilumineszenz. 
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3.1.3 Berechnung der S-Nitrosierung 
Um die Konzentration der S-nitrosierten Cysteine zu bestimmen, wurde die 
Konzentration der gemessenen RSNO durch die Konzentration des MIF divi-
diert. So erhielt man die Einheit nmol SNO/nmol MIF (s. Abb. 12 oben).  
Den prozentualen Anteil der S-nitrosierten Cysteine konnte man durch den 
Bezug der RSNO-Konzentration auf die Konzentration der vorliegenden SH-
Gruppen ermitteln (s. Abb. 12 unten).  
 
 
RSNO-Konzentration [nM] 
  MIF-SNO [nmol SNO/nmol MIF] =  
MIF-Konzentration [nM] 
 
 
RSNO-Konzentration [nM] 
  % S-Nitrosierung =        x 100% 
3 x MIF-Konzentration [nM] 
 
 
 
3.1.4 Kontrollen 
Als Kontrollen für das Vorliegen der S-Nitrosierung von MIF dienten zwei 
verschiedene Ansätze. 
Um nachzuweisen, dass die S-Nitrosierung eine Reduktion des Nitrits zu NO 
erfordert, wurde ein Ansatz etabliert, in dem lediglich Nitrit und MIF inkubiert 
wurden. 
Um sicherzustellen, dass MIF eine Nitrosierung einer SH-Gruppe               
(S-Nitrosierung) erfährt (im Gegensatz zur N-Nitrosierung), wurden die SH-
Gruppen des MIF vor der Nitrosierung mittels 100 mM NEM für 20 min bei 
4°C alkyliert, so dass dort kein NO mehr binden und damit auch keine          
S-Nitrosierung stattfinden konnte. 
In beiden Kontrollen wurde jeweils das vorherige Protokoll beibehalten. 
 
 
  
Abb. 12: Formeln zur Berechnung der MIF-SNO-Konzentration und des prozentualen An-
teils der S-nitrosierten Cysteine 
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3.1.5 Ergebnis der S-Nitrosierung von MIF 
Die in dem bereits beschriebenen Versuchsaufbau gemessene Konzentra-
tion an S-Nitrosothiolen beträgt, bezogen auf die MIF-Konzentration, 1,4 ± 
0,4 nmol SNO/nmol MIF. Dies entspricht einer S-Nitrosierung von 47 ± 15%     
(s. Abb. 13). 
Bedingt durch das Vorhandensein dreier Cysteine pro Molekül MIF bedeutet 
dies, dass ein oder zwei SH-Gruppen des Proteins S-nitrosiert werden.  
Anhand der durchgeführten Kontrollen konnte eindeutig eine Beteiligung der 
SH-Gruppen und somit das Vorliegen einer S-Nitrosierung bewiesen werden 
(s. Abb. 13). 
Die vorangehende irreversible Alkylierung aller SH-Gruppen durch NEM führ-
te dazu, dass keine S-Nitrosothiole detektiert werden konnten. So konnte 
gezeigt werden, dass das Stickstoffmonoxid definitiv an den SH-Gruppen des 
Proteins bindet. 
Auch die alleinige Inkubation von Nitrit und MIF führte nicht zur Detektion von 
S-Nitrosothiolen. Die Reduktion des Nitrits zu Stickstoffmonoxid durch die 
Reduktasefunktion des desoxyMb ist also Voraussetzung für die                  
S-Nitrosierung von MIF. 
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3.1.6 Identifikation der S-nitrosierten Cysteine 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich MIF erfolgreich S-nitrosieren 
lässt, stellte sich die Frage, an welchen Cysteinen die S-Nitrosierung von 
MIF stattfindet. 
Um die Cysteine zu identifizieren, die die S-Nitrosierung vermitteln, wurde 
der oben aufgeführte Versuchsansatz mit Cystein-Serin-Mutanten des rMIF 
durchgeführt. In diesen Mutanten ist jeweils eines der drei Cysteine durch die 
Aminosäure Serin ersetzt, so dass dort wegen des Fehlens einer SH-Gruppe 
keine S-Nitrosierung stattfinden kann. 
Die bereits etablierten Mutanten C57S, C60S und C81S wurden dabei in den 
selben Versuchsansatz eingebracht wie das eigentliche MIF-Protein. 
desoxyMb 
Nitrit 
MIF 
MIF/NEM 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
- 
+ 
Abb. 13: Nach Inkubation von MIF mit Nitrit und desoxygeniertem Myoglobin kön-
nen 1,4 ± 0,4 nmol SNO/nmol MIF detektiert werden.  
Die Kontrollen ohne desoxyMb oder mit alkyliertem MIF zeigen keine Detektion von 
S-Nitrosothiolen (gemittelte Werte (MW ± SD) aus n = 5 unabhängigen Experimen-
ten). 
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Durch das Ausschlussprinzip konnte somit auf das für die Bindung von NO 
verantwortliche Cystein geschlossen werden (s. Abb. 14). 
Die Mutante C57S zeigt mit 1,3 ± 0,6 nmol SNO/nmol MIF eine                    
S-Nitrosierung von ca. einer SH-Gruppe (S-Nitrosierung ca. 55%). Ebenso 
zeigte die Mutante C60S mit 0,9 ± 0,4 nmol SNO/nmol MIF eine                   
S-Nitrosierung von ca. 45% der Cysteine und damit die Besetzung einer SH-
Gruppe. 
Beide Mutanten zeigten damit dem MIF-Protein vergleichbare Ergebnisse.  
Bei der Untersuchung der Mutante C81S konnten keine S-Nitrosothiole de-
tektiert werden.  
Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass nur in Anwesenheit des Cysteins 81 
eine S-Nitrosierung stattfinden kann.  
Das Cystein 81 spielt somit eine entscheidende Rolle für die S-Nitrosierung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 14: Die Cystein/Serin-Mutanten C57S und C60S zeigen mit 1,3 ± 0,6 nmol SNO/nmol 
MIF bzw. 0,9 ± 0,4 nmol SNO/nmol MIF dem wildtypischen MIF vergleichbare Werte bei der 
Detektion von MIF-SNO. Im Gegensatz dazu kann die Mutante C81S nicht S-nitrosiert wer-
den (gemittelte Werte (Mittelwert ± SD) aus n = 5 unabhängigen Experimenten). 
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3.1.7 S-Nitrosierung mittels NO-Donoren 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine S-Nitrosierung von MIF erreich-
bar ist, wurde diese in anderen Versuchsansätzen mit den NO-Donoren         
S-Nitrosoglutathion (GSNO) oder S-Nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamin (SNAP) 
durchgeführt. Dazu wurde jeweils 10 µg rMIF mit 1,5 mM GSNO oder        
1,5 mM SNAP für 60 min bei 37°C lichtgeschützt inkubiert.  
Vor der Detektion des gebildeten MIF-SNO mittels Chemilumineszenz erfolg-
te im Anschluss an die Inkubationszeit eine Separation des MIF-SNO von 
den Resten des NO-Donors durch Proteinfällung oder Säulenaufreinigung 
mittels Sephadex G25m Säulen. 
 
 
3.2 Ermittlung der maximal kardioprotektiven Nitritdosis ex vivo 
In Analogie zu den Untersuchungen der Arbeitsgruppe Duranski wurde zu-
nächst die kardioprotektive Nitritdosis in einem ex vivo Ansatz ermittelt102.  
Zur Identifikation der maximal kardioprotektiven Nitritdosis wurden zwei ver-
schiedene Konzentrationen getestet: 
Applikation von 0,5 µM Nitrit über 35 min   48 nmol Nitrit 
Applikation von 1 µM Nitrit über 35 min    96 nmol Nitrit 
Als Kontrolle diente die Applikation von 0,5 µM Nitrat über 35 min. 
 
Nach der Äquilibrierungsphase und Erreichen der adäquaten Herzfrequenz 
wurde fünf Minuten vor Beginn der Ischämie die Applikation von Nitrit bzw. 
Nitrat als Kontrolle über eine Spritzenpumpe begonnen. 
Die Nitrit- bzw. Nitratapplikation wurde erst nach der Ischämie, also mit Be-
ginn der Reperfusion, gestoppt (s. Abb. 15). 
Abb. 15: Protokoll des ex vivo Modells zur myokardialen I/R. 
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Durch die sich anschließende videoplanimetrische Messung der Infarkt-
größen konnte die kardioprotektive Nitritkonzentration ermittelt werden. 
 
Die Applikation von 48 nmol Nitrit führte mit einem Infarkt/AAR von 18 ± 5% 
zu einer signifikant kleineren Infarktgröße als die Applikation von 96 nmol 
Nitrit (Infarkt/AAR 37 ± 6% (p<0,02)).  
Somit zeigte die Dosis von 96 nmol Nitrit sogar ein größeres infarziertes   
Areal als die Nitrat-Kontrolle mit 26% Infarkt/AAR (s. Abb. 16).  
Es lässt sich daraus schlussfolgern, dass die Applikation von 48 nmol Nitrit 
die kardioprotektive Dosis im Vergleich zur Applikation von Nitrat und zu   
höheren Dosen Nitrit darstellt. Damit konnten bereits vorliegende Ergebnisse 
verifiziert werden102. 
Diese Dosis wurde somit Grundlage für alle weiteren Versuche, sowohl ex 
als auch in vivo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 16: Mit einem Infarkt/AAR von 18 ± 6% führt die Applikation von 48 nmol Nitrit 
zu einem signifikant kleineren infarzierten Infarktareal als die Applikation von 96 nmol 
Nitrit mit Infarkt/AAR = 37 ± 6%. Damit zeigt nur die Applikation der geringeren 
Nitritdosis eine kardioprotektive Wirkung im Vgl. zur Kontrolle (p<0,02; gemittelte 
Werte (Mittelwert ± SD) aus n = 3 unabhängigen Experimenten) und die Applikation 
von Nitrat (n = 1). 
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Zur Objektivierung der Methode und als Qualitätskontrolle diente der Ver-
gleich der AAR bezogen auf den linken Ventrikel (AAR/LV). In allen drei 
Gruppen wurde kein signifikanter Unterschied im Bezug auf die Größe der 
AAR/LV festgestellt (p>0,05) (s. Abb. 17). 
 
 
 
3.3 Der Effekt der Inhibition von MIF in einem in vivo I/R Modell 
 
In den ersten in vivo Versuchen zur I/R wurden C57BL/6 Mäuse verwendet.  
Während der Operation wurde den Mäusen zunächst lediglich Nitrat oder 
Nitrit verabreicht.  
Abb. 17: Zur Überprüfung der Methode diente der Vergleich der AAR/LV. Hier zeigt sich 
kein signifikanter Unterschied innerhalb der drei Gruppen (p>0,05; gemittelte Werte (Mittel-
wert ± SD) aus n = 3 unabhängigen Experimenten). 
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Anschließend folgten Gruppen, die zusätzlich den anti-MIF-Antikörper bzw. 
die Isotypenkontrolle mit IgG1 präoperativ erhielten (s. Abb. 18 und Tab. 1). 
Der anti-MIF-Antikörper ist ein monoklonaler Antikörper (IIID9), der gegen 
humanes MIF gerichtet ist. 
 
 
 
 
 
Insgesamt wurden so Mäuse für fünf verschiedene Gruppen operiert           
(s. Tab. 2): 
 Nitrat Nitrit anti-MIF-AK IgG1 n-Zahl 
1.) X - - - 8 
2.) - X - - 7 
3.) X - X - 5 
4.) - X X - 8 
5.) - X - X 6 
Tab. 1: Übersicht über die zu verschiedenen Zeitpunkten verabreichten Substanzen vor oder 
während der Operation zum in vivo Modell. 
 Applikations- 
zeitpunkt 
Applikations-
art 
Volu-
men 
Konzen-
tration 
anti-MIF-AK 16 h präoperativ intraperitoneal 200 µl  1 µg/µl 
cPTIO 30 min vor Ischämie intravenös 50 µl 1 mg/kg KG 
rMIF 5 min vor Ischämie intraventrikulär 50 µl 0,2 µg/µl 
NO2-/NO3- 5 min vor 
Reperfusion 
intraventrikulär 50 µl 0,5 µM 
Tab. 2: Behandlung der Mäuse prä- bzw. intraoperativ und Anzahl der 
durchgeführten Operationen (n-Zahl). 
 
Abb. 18: Protokoll der I/R-Operationen (in vivo Methodik). 
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3.3.1 Reduktion des myokardialen I/R-Schadens durch Nitrit 
Zunächst wurde den Mäusen analog zu Kapitel 3.3 48 nmol Nitrat oder 48 
nmol Nitrit intraventrikulär appliziert. 
Wie bereits von der Arbeitsgruppe Duranski102 gezeigt wurde, konnte auch in 
dieser Arbeit der kardioprotektive Effekt von Nitrit verifiziert werden:  
Die Applikation von Nitrit reduzierte die Infarktgröße/AAR von 30 ± 3% auf  
13 ± 4% (p<0,001) (s. Abb. 19). 
Diese Verringerung entspricht einer Verkleinerung der Infarktgröße um ca. 
58% und bestätigt damit die Ergebnisse anderer Arbeiten73,102. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 19: Die Applikation von Nitrit limitiert den I/R-Schaden signifikant (p<0,001; 
Mittelwerte (MW ± SD) aus n = 8 Experimenten). 
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3.3.2 Effekt der Inhibition von MIF mittels anti-MIF-Antikörper 
Im nächsten Schritt wurde MIF durch die intraperitoneale Applikation von  
200 µg eines monoklonalen anti-MIF-Antikörpers neutralisiert124. Die Opera-
tion wurde 16 h nach der Applikation durchgeführt. Analog zu dem bisherigen 
Vorgehen wurde der Kontrollgruppe 48 nmol Nitrat und der Vergleichsgruppe 
48 nmol Nitrit intraventrikulär verabreicht.  
Nach der videoplanimetrischen Analyse der Infarktgebiete zeigte sich, dass 
der Effekt, den Nitrit nachweislich auf den ischämischen Bereich auswirkt, 
nach der Anwendung des MIF-Antikörpers nicht mehr nachweisbar war (s. 
Abb. 20): Der Infarkt/AAR der Gruppe mit Applikation von Nitrat und anti-MIF 
war mit 25 ± 6% der der Gruppe mit alleiniger Nitrat-Applikation vergleichbar 
(30 ± 2%).  
Jedoch zeigte sich, dass beim Einsatz von anti-MIF die Applikation von Nitrit 
im Vergleich zur Nitratkontrollgruppe zu keiner signifikanten Reduktion der 
Infarktgröße/AAR führte (25 ± 6% versus 25 ± 7%, p<0,05). 
Dies spricht dafür, dass die kardioprotektive Wirkung von Nitrit in Anwesen-
heit eines funktionsuntüchtigen MIF aufgehoben ist. 
Als Isotyp-Kontrolle für den Antikörper diente ein Ansatz, in dem statt des 
anti-MIF-Antikörpers IgG1 intraperitoneal injiziert wurde. Das Ergebnis der 
Infarktgrößenbestimmung ergab eine Infarktgröße/AAR von 12 ± 5% (s. Abb. 
20). 
Dieses Ergebnis ist nicht signifikant verschieden von der Gruppe mit alleini-
ger Nitrit-Applikation (p>0,05). 
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Abb. 20: Die Applikation von Nitrit vermindert den myokardialen I/R-Schaden 
(linke beiden Säulen; p<0,001). Im Gegensatz dazu hebt die Applikation des anti-
MIF-Antikörpers diese kardioprotektive Wirkung des Nitrits auf (mittlere beiden 
Säulen; p>0,05). Die Applikation von IgG1 (rechte Säule) dient als Isotyp-
Kontrolle für den anti-MIF-Antikörper und zeigt ein ähnlich großes Infarktareal 
wie die lediglich mit Nitrit behandelten Mäuse (nicht signifikant (p>0,05)); Mittel-
werte (MW ± SD) aus n = 8 Experimenten). 
3. Ergebnisse 
 
44 
Nitr
at Nitr
it
Nitr
at Nitr
it
Nitr
it
0
10
20
30
40
50
60
 
AA
R/
LV
 [%
]
ns
unbehandelt
anti-MIF-AK
IgG1
In allen untersuchten Gruppen waren die AAR/LV untereinander nicht signifi-
kant verschieden (p>0,05, s. Abb. 21). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 21: Der Vergleich der AAR/LV zeigt in allen fünf Gruppen kein signifi-
kant unterschiedliches Ergebnis (p>0,05; Mittelwerte (MW ± SD) aus n = 8 
bzw. n = 6 voneinander unabhängigen Experimenten), so dass die oben 
gezeigten Ergebnisse unabhängig von der Methode sind. 
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3.4 Mechanismus der Kardioprotektion: Interaktion mit reaktiven 
Sauerstoffspezies 
 
Durch die Ischämie kommt es zu einer funktionellen Schädigung der Mito-
chondrien, die sich in einer Verringerung der ATP-Synthese und Defekte der 
mitochondrialen Enzyme äußert. Durch die sich anschließende Reperfusion 
werden an den Mitochondrien reaktive Sauerstoffspezies (ROS) generiert, 
die eine weitere Schädigung der mitochondrialen Enzyme induzieren.  
 
3.4.1 Bestimmung der Peroxidase-Aktivität von MIF bzw. MIF-SNO 
Um MIF oder MIF-SNO auf das Vorhandensein einer Peroxidaseaktivität zu 
untersuchen, wurde die Messung der H2O2-Konzentration nach einem leicht 
modifizierten Protokoll des Amplex Red® Hydrogen Peroxide/Peroxidase  
Assay Kit durchgeführt (s. Abb. 22).  
Durch den alleinigen Einsatz von MIF bzw. MIF-SNO anstelle der HRP – und 
ohne Zugabe einer zusätzlichen Peroxidase – wiese eine Oxidation des 
A6550 zu Resorufin auf eine eigene Peroxidaseaktivität von MIF/MIF-SNO 
hin. 
 
 
 
 
In den verschiedenen Ansätzen zu diesem Versuch konnte weder mit MIF 
noch mit MIF-SNO die Bildung des Resorufins beobachtet werden.  
Somit kann für MIF und MIF-SNO in diesem Assay keine Peroxidase-Aktivität 
nachgewiesen werden. 
 
3.4.2 Interaktion von MIF bzw. MIF-SNO mit der Wasserstoffperoxid-
Konzentration in vitro 
Durch eine weitere Modifikation des Amplex Red® Hydrogen Peroxi-
de/Peroxidase Assays war es möglich, MIF bzw. MIF-SNO auf eine po-
A6550 + H2O2 Resorufin 
MIF/MIF-SNO 
Abb. 22: Modifikation des Amplex Red® Assays zur Detektion einer Peroxidase-Aktivität 
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tentielle Interaktion mit H2O2/Scavenger-Funktion hin zu untersuchen (s. Abb. 
23).  
Dazu wurde MIF bzw. MIF-SNO dem Assay-Ansatz hinzugefügt und die   
Fluoreszenz gemessen. Eine Abnahme der Fluoreszenz entspräche dabei 
der verringerten H2O2-Konzentration und damit dem Vorliegen eines        
Scavenging-Effektes. Sollten die Proteine einen Scavenging-Effekt besitzen 
und die H2O2-Konzentration in der Probe verringern, sollte dies durch eine 
Abnahme der Fluoreszenzintensität detektiert werden können. 
 
 
 
 
 
 
Zu einer definierten H2O2-Konzentration (8 µM) wurde 8 µM MIF hinzugefügt, 
wobei die Abnahme der H2O2-Konzentration um 6 ± 0,02% auf ca. 7,52 µM 
beobachtet werden konnte.  
Dies spricht dafür, dass MIF in der Lage ist, H2O2 abzufangen – zu 
scavengen (s. Abb. 24). 
Diesem Versuch entsprechend wurde anschließend 8 µM S-nitrosiertes MIF 
(MIF-SNO) eingesetzt. 
Die vorangehende S-Nitrosierung des Proteins bewirkte eine Steigerung des 
Scavenging-Effekts. MIF-SNO war in der Lage, die H2O2-Konzentration stär-
ker zu senken als nicht S-nitrosiertes MIF (s. Abb. 24). Die Abnahme der 
H2O2-Konzentration von 8 µM auf 6,9 µM entspricht dabei einer Reduktion 
der H2O2-Konzentration um 14 ± 0,01%.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A6550 + H2O2 + MIF/MIF-SNO Resorufin 
HRP 
Abb. 23: Modifikation des Amplex Red® Assays zur Detektion einer Scavenger-Funktion 
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Abb. 24: Die H2O2-Konzentration konnte durch MIF um 5,9 ± 0,02% gesenkt werden. 
MIF-SNO steigerte das Scavenging von H2O2 auf 14,3 ± 0,01% (p<0,005; Mittelwerte 
(MW ± SD) aus n = 3 unabhängigen Experimenten). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.3 Die Aconitase-Aktivität als Parameter für oxidative Schädi-
gung der Mitochondrien 
 
Die Aconitase als Enzym des Citratzyklus ist sensitiv gegenüber oxidativem 
Stress. Da sie durch ROS, vor allem durch Superoxidanionen und Wasser-
stoffperoxid inaktiviert wird122, dient die Messung ihrer Aktivität als indirekter 
Marker für Schäden durch ROS. 
 
Für die folgenden Versuche wurden wildtypische Mäuseherzen entnommen 
und nach dem ex vivo Protokoll behandelt (s. Kapitel 2.9). Nach einer fünf-
minütigen Reperfusion und entsprechender Probenvorbereitung konnte die 
Aconitase-Aktivität als Marker für oxidativen Stress spektrophotometrisch 
bestimmt werden (s. Kapitel 2.11.2). 
Dabei wurden Herzen von wildtypischen Mäusen mit Nitrit oder Nitrat 
perfundiert (s. Abb. 25). Außerdem wurde einigen Mäusen vor der Herzex-
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plantation der anti-MIF-Antikörper appliziert, der das zirkulierende MIF neu-
tralisiert. So entstanden vier Gruppen unterschiedlich behandelter Tiere (s. 
Tab. 3): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 25: Protokoll der ex vivo Methodik. Die Applikation der verschiedenen Substanzen 
erfolgte jeweils zu den abgebildeten Zeitpunkten. 
 
Wie in Abb. 26 erkennbar ist, zeigt die Aconitase nach der Perfusion mit    
Nitrat eine Aktivität von 1,25 ± 0,48 mU/mg Protein. Nach der Applikation von 
Nitrit wurde deutlich, dass die Aktivität weniger stark gehemmt wurde (2,1 ± 
0,56 mU/mg Protein).  
Die Applikation des anti-MIF-Antikörpers zeigte Ergebnisse, die mit den Re-
sultaten der in vivo Operationen korrelierten: 
Durch die Applikation des Antikörpers wurde die protektive Wirkung des  Ni-
trits auf das mitochondriale Enzym aufgehoben. Der Schaden durch die     
I/R wurde größer: die Aconitase-Aktivität betrug in der Gruppe, die mit Nitrat 
und anti-MIF-Antikörper behandelt wurde, 0,75 ±0,27 mU/mg Protein und in 
der Gruppe mit Nitrit und anti-MIF-Antikörper 0,63 ± 0,14 mU/mg Protein (s. 
Abb. 26).  
Tab. 3: Übersicht über die Behandlung der vier verschiedenen 
Gruppen vor Messung der Aconitase-Aktivität 
 
 
Behandlung der Mäuse 
Nitrat Nitrit anti-MIF-Antikörper 
1.) X - - 
2.) - X - 
3.) X - X 
4.) - X X 
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Es kann beobachtet werden, dass die Behandlung mit Nitrit allein weniger 
hemmend auf die Aconitase wirkt.  
Hinzu kommt, dass dieser Effekt durch die Neutralisation des MIF aufgeho-
ben wird. Dies spricht dafür, dass die protektive Wirkung des Nitrits auf die 
Aktivität der Aconitase durch die Anwesenheit von MIF bedingt wird.  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 26: Die Messung der Aconitase-Aktivität ergab, dass der Schutz der 
Aconitase, der durch Nitrit vermittelt wird, durch die Applikation des anti-MIF-
Antikörpers aufgehoben wird (p<0,005; Mittelwerte (MW ± SD) aus n = 3 
voneinander unabhängigen Experimenten). 
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4. Diskussion 
 
4.1 S-Nitrosierung des Cysteins 81 des Macrophage Migration 
Inhibitory Factor mittels der Nitritreduktasefunktion 
desoxygenierten Myoglobins 
Die S-Nitrosierung eines Proteins wurde bereits von zahlreichen Arbeits-
gruppen durchgeführt. Allerdings wurden hierfür bisher vor allem NO-
Donoren oder NO-Gas genutzt.  
Da Nitrit durch verschiedene enzymatische und nicht-enzymatische Systeme 
zu NO reduziert werden kann125, stellte sich die Frage nach einer Möglich-
keit, MIF oder andere Proteine über eines dieser Systeme zu S-nitrosieren.  
In der vorliegenden Arbeit konnte eine neue Methode der S-Nitrosierung  
etabliert werden, bei welcher die Pathophysiologie eines ischämischen Her-
zens während der I/R nachgestellt werden kann. Da desoxygeniertes        
Myoglobin den Hauptmechanismus der Nitritreduktion im Myokard während 
der I/R darstellt65,67, wurde in der vorliegenden Arbeit ein dementsprechender 
Ansatz gewählt. Die S-Nitrosierung von MIF wurde erreicht, indem Nitrit über 
die Nitritreduktasefunktion von desoxyMb zu NO reduziert wurde, so dass 
das gebildete NO an MIF binden konnte.  
In den Versuchen zur S-Nitrosierung konnte zunächst gezeigt werden, dass 
47±15% der SH-Gruppen von MIF durch NO besetzt werden (s. Abb. 13). 
Dies zeigt, dass NO entweder an einem oder an zwei Cysteinen bindet, was 
dadurch zu erklären ist, dass der Redoxstatus von MIF vorher nicht be-
stimmbar war. In den Versuchen zur Identifikation des S-nitrosierten Cysteins 
wurde jedoch deutlich, dass lediglich die C81S-Mutante des MIF keine        
S-Nitrosierung erfährt (s. Abb. 14). Dies heißt im Umkehrschluss, dass NO 
nur am Cystein 81 bindet.  
Einerseits muss bei diesem Ergebnis bedacht werden, dass für die Mutante 
C81S im Gegensatz zu den anderen Mutanten Konformationsänderungen 
beschrieben wurden16. Andererseits ist jedoch bekannt, dass zwei der drei 
Cysteine – C57 und C60 – eine Disulfidbrückenbindung eingehen, während 
das Cystein 81 keine intramolekularen Bindungen besitzt14. Durch die kova-
lente Bindung zwischen den Schwefel-Atomen der Cysteine des CALC-
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Motivs ist dort keine mögliche Bindungsstelle für NO vorhanden. Dadurch ist 
erklärbar, warum eine S-Nitrosierung allein des Cysteins 81 detektiert wurde. 
Gleichzeitig wurde gezeigt, dass die Cysteine des CALC-Motivs für die 
Oxidoreduktasefunktion von MIF verantwortlich sind, während das Cystein 81 
keinerlei Einfluss auf die enzymatische Funktion des Proteins ausübt15. Es 
bleibt damit fraglich, ob die S-Nitrosierung einen Einfluss auf die Oxido-
reduktasefunktion ausüben kann. Mögliche Konformationsänderungen durch 
die S-Nitrosierung und deren Auswirkungen auf das CALC-Motiv sind bisher 
nicht untersucht worden. 
Kürzlich wurde von Jung et al.16 gezeigt, dass neben einer indirekten Inter-
aktion zwischen MIF und p53 auch eine direkte ohne weitere Interaktions-
partner existiert. Durch die transiente Transfektion von MIF(-Mutanten) und 
p53 in HEK-Zellen konnte gezeigt werden, dass MIF und p53 Komplexe   
bilden. Diese Komplex-Formation findet jedoch nur dann statt, wenn das 
Cystein 81 anwesend ist, denn Versuche mit der Mutante C81S zeigten   
keine Komplexbildung. Die beiden anderen Cysteine scheinen bei der      
Regulation des p53 keine Rolle zu spielen. Weiterhin wurde deutlich, dass 
die Interaktion zwischen den Cysteinen von MIF und p53 abhängig vom 
Redox-Status der Zelle ist. Inwieweit die S-Nitrosierung des Cysteins 81 die 
Interaktion mit p53 beeinflusst, ist bisher nicht geklärt. 
Insgesamt zeigt dieser Versuchsansatz also die Möglichkeit der                   
S-Nitrosierung von MIF durch Nitrit im Rahmen der I/R durch die dann vor-
herrschende Reduktion von Nitrit zu NO via desoxyMb. Funktionelle Aspekte 
bleiben bisher aber unklar. 
 
 
4.2 Die maximal kardioprotektive Nitrit-Dosis während der I/R 
Die Nitrit-mediierte Reduktion des myokardialen I/R-Schadens ist in mehre-
ren I/R-Studien nachgewiesen worden. Das Nitrit-Dosis-Wirkungsprofil der 
Bolus-Injektion von Nitrit wurde von Duranski et al. als U-förmig mit einer sig-
nifikanten Infarktverringerung zwischen 2,4 nmol bis 960 nmol und einer 
höchsten Effektivität bei 48 nmol beschrieben102. In dieser Arbeit wurden die 
Infarktgrößen nach einmaliger Gabe von entweder 48 nmol oder 96 nmol 
Nitrit in einem ex vivo Modell verglichen. In Konsens mit Duranski et al. zeigt 
4. Diskussion 
 
52 
sich hier mit der Applikation von 48 nmol Nitrit eine Verringerung der Infarkt-
größe um 30,1% (s. Abb. 16). Gemäß diesem Resultat konnten dann auch 
alle in vivo Versuche zur I/R mit einer Bolus-Gabe von 48 nmol Nitrit durch-
geführt werden. 
 
 
4.3 Verlust der Nitrit-mediierten Kardioprotektion durch die    
Neutralisation von MIF 
Die kardioprotektive Wirkung des Nitrits während der myokardialen I/R ist 
bekannt102 und wird durch dessen Reduktion zu NO durch desoxygeniertes 
Myoglobin erklärt67. Ebenso ist bekannt, dass MIF kardioprotektiv wirkt. In 
den entsprechenden Versuchen zeigte sich bei MIF-defizienten Mäusen ein 
signifikant größeres Infarktareal als bei wildtypischen Mäusen im selben I/R-
Modell43.  
Die Applikation des neutralisierenden anti-MIF-Antikörpers hätte demnach zu 
einer Vergrößerung des Infarktgebietes führen sollen. Allerdings zeigt sich 
hier kein Unterschied zur Kontrollgruppe (s. Abb. 20). Dieser Effekt ist bisher 
noch nicht völlig verstanden, jedoch bieten sich unterschiedliche Erklärungs-
ansätze. Einerseits könnte die positive Wirkung von MIF allein über intrazel-
lulär lokalisiertes MIF vermittelt werden, das zwar durch die genetischen 
Deletion im Knockout-Modell, nicht aber durch die Behandlung mit dem Anti-
körper entfernt wird. Andererseits sind die Effekte der genetische Deletion 
von MIF in Bezug auf die Maus noch nicht endgültig geklärt. In Bezug auf die 
kardioprotektive Wirkung des Nitrits ließ sich jedoch ein Effekt nachweisen. 
Die Applikation von Nitrit bewirkt keine Reduktion des infarzierten Areals, 
wenn MIF durch den Antikörper neutralisiert wird (s. Abb. 20). Dieser Effekt 
kann durch die durchgeführte Isotyp-Kontrolle eindeutig dem spezifischen 
anti-MIF-Antikörper zugeordnet werden und stellt kein Artefakt des Antikör-
pers dar. Dies lässt die Überlegung zu, dass die kardioprotektive Wirkung 
von Nitrit über (extrazellulär lokalisiertes) MIF vermittelt wird. Über welche 
Mechanismen diese Interaktion stattfindet, und ob es sich dabei in vivo um 
eine S-Nitrosierung von MIF handelt, ist noch unklar. Hierzu sollten weitere 
Nachweise der S-Nitrosierung geführt werden. Beispielsweise könnte man 
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die S-Nitrosierung in vivo mittels NMR- oder EPR-Spektroskopie oder mittels 
Biotin Switch Assay überprüfen.  
Eine mögliche Interaktion könnte über die AMPK ablaufen. Sowohl MIF als 
auch Stickstoffmonoxid aktivieren die AMPK und reduzieren so durch die 
Regulation des Energiehaushalts den I/R-Schaden43,126,127. Auch die Regula-
tion der ERK1/2 kann als Erklärung für den über MIF vermittelten Nitrit-Effekt 
dienen. Die Aktivierung der ERK1/2 scheint für die Verringerung der 
Apoptose durch NO verantwortlich zu sein128, ebenso vermittelt MIF seinen 
anti-apoptotischen Effekt über die Aktivierung der ERK1/2 und die 
downstream Regulation von p5320. Die Identifikation eines Mechanismus der 
Interaktion zwischen Nitrit/NO und MIF kann als Ziel für weitergehende Un-
tersuchungen angesehen werden. 
 
 
4.4 Mechanismus der Kardioprotektivität von MIF und Nitrit: Re-
duktion der oxidativen Proteinschädigung durch eine verrin-
gerte Radikalbildung 
Die Aufklärung des Mechanismus der Kardioprotektivität von Nitrit und MIF 
steht noch am Anfang. Die Studie von Miller et al. weist darauf hin, dass MIF 
seine zytoprotektiven Effekte über die Beeinflussung des ATP- und 
Glukosestoffwechsels vermittelt43. Zudem konnte gezeigt werden, dass    
neben der Regulation der Kalium- und Calciumkonzentration vor allem die 
Limitierung oxidativer Schäden zu den kardioprotektiven Mechanismen des 
zu NO reduzierten Nitrits zählt. So stellt sich heraus, dass die Applikation von 
Nitrit während der I/R zu einer S-Nitrosierung des Komplex I der Atmungsket-
te und damit zu einer reduzierten Generierung reaktiver Sauerstoffspezies 
führt73. Darauf aufbauend konnte der protektive Effekt auf mitochondriale 
Proteine am Beispiel der Aconitase demonstriert werden67. In der vorliegen-
den Arbeit wurde versucht, die gemeinsame Wirkung von Nitrit und MIF auf 
Parameter des oxidativen Stresses zu untersuchen.  
 
4.4.1 Peroxidase-Funktion und Scavenging von Wasserstoffperoxid 
In der hier vorliegenden Arbeit konnte mittels des Amplex Red® Hydrogen 
Peroxide/Peroxidase Assay keine Peroxidase-Funktion von MIF bzw. MIF-
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SNO nachgewiesen werden. Aufgrund der Struktur von MIF erscheint eine 
Peroxidase-Aktivität jedoch wahrscheinlich. Genau wie MIF besitzen einige 
Proteine der Peroxiredoxin-Familie wie z.B. Thioredoxin oder Glutaredoxin 
ein CXXC-Motiv in ihren aktiven Zentren und weisen weitere strukturelle Ähn-
lichkeiten auf129. Sie gehören zu den Proteinen mit einer Oxidoreduktase-
Aktivität und weisen darüber hinaus eine Peroxidase-Funktion auf.  
Die für den Assay vorgesehene Meerrettichperoxidase reduziert H2O2, bindet 
das freie Sauerstoffatom an ihrem Häm und oxidiert dann das Substrat 
A6550 zu dem rot fluoreszierenden Resorufin. Besitzt eine Peroxidase keine 
Häm-Gruppe, sondern entweder ein redox-aktives Cystein oder ein 
Selenocystein zur Ausübung der Peroxidase-Aktivität, so ist der Ablauf der 
Entgiftung von H2O2 unterschiedlich. Am Beispiel der Cytochrom c-
Peroxidase wurde deutlich, dass das am Häm gebundene Sauerstoffatom 
das zur Entgiftung nötige zweite Elektron nicht vom Porphyrin-Ring, sondern 
von einem Tryptophan-Rest erhält130. Im Fall des Thioredoxin-Systems ge-
staltet sich die Peroxidase-Funktion erneut anders. Wasserstoffperoxid wird 
hier mittels der Thioredoxin-Peroxidase (TPx) neutralisiert, indem die beiden 
Cysteine des CXXC-Motivs oxidiert werden. Im Anschluss wird die TPx durch 
Trx reduziert, woraufhin dann Trx durch die Thioredoxin-Reduktase und 
NADPH reduziert wird131. Aufgrund der großen strukturellen und funktionellen 
Ähnlichkeiten mit Trx ist ein ähnlicher Mechanismus auch für MIF denkbar 
und würde das negative Ergebnis in diesem Assay erklären. MIF könnte 
H2O2 neutralisieren, indem es selbst durch die redox-aktiven Cysteine in sei-
nem CALC-Motiv oxidiert wird. Dann würde eine weitere Reduktase – wie im 
Trx-System die Thioredoxin-Reduktase – benötigt, um MIF zu reduzieren und 
das im Assay eingesetzte A6550 zu Resorufin zu oxidieren. In dem hier ge-
nutzten Assay wurde neben MIF kein weiteres Enzym eingesetzt. So kann 
vermutet werden, dass MIF zwar als Peroxidase fungiert, diese Aktivität je-
doch in dem hier gewählten Versuchsansatz nicht festgestellt werden konnte.  
Dieser Mechanismus könnte auch die Ergebnisse der Scavenging-
Untersuchungen erklären. Die Reduktion der H2O2-Konzentration wäre da-
durch erklärbar, dass MIF in seinem aktiven Zentrum durch ein Sauerstoff-
atom des Wasserstoffperoxids oxidiert wird. Es konnte auch gezeigt werden, 
dass S-nitrosiertes MIF die Reduktion der H2O2-Konzentration steigert, so 
4. Diskussion 
 
55 
dass die S-Nitrosierung des Cystein 81 evtl. einen Effekt auf das katalytische 
Zentrum des Enzyms ausübt (s. Abb. 24).  
 
4.4.2 Interaktion mit der Aconitase-Aktivität 
Das mitochondriale Enzym Aconitase wird durch reaktive Sauerstoffspezies 
während der I/R geschädigt, so dass die Aktivität der Aconitase als Parame-
ter für oxidative Proteinschädigung gesehen werden kann. Je geringer die 
Aktivität der Aconitase, desto größer ist der oxidative Schaden am Enzym. 
Shiva et al. haben gezeigt, dass aus Leberzellen isolierte Mitochondrien nach 
hepatischer I/R eine geringere Aconitase-Aktivität aufweisen. Durch die    
Applikation von 48 nmol Nitrit während der I/R wird die Aconitase-Aktivität 
weniger stark gehemmt, so dass Nitrit einen Schutz vor oxidativer Protein-
schädigung darstellt73. Im myokardialen ex vivo I/R-Modell konnte ebenfalls 
verdeutlicht werden, dass die Behandlung mit Nitrit zu einer weniger redu-
zierten Aconitase-Aktivität führt, da Nitrit zu NO reduziert wird und so durch 
eine Hemmung des mitochondrialen Komplex I zu einer Reduktion der ROS-
Bildung führt67.  
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Nitrit und der Hemmung 
von MIF auf die Aconitase-Aktivität untersucht. Im ersten Schritt konnten die 
bereits vorliegenden Ergebnisse in einem ex vivo Modell verifiziert werden, 
da die Behandlung mit Nitrit eine geringere Hemmung der Aconitase zur Fol-
ge hatte (s. Abb. 26). Im nächsten Schritt wurde der anti-MIF-Antikörper ein-
gesetzt. Dies hatte zur Folge, dass der Effekt, den Nitrit auf die Aconitase 
ausübt, nicht mehr erfolgte. Obwohl eine der beiden Gruppen mit Nitrit be-
handelt wurde, wurde die gleiche Aconitase-Aktivität gemessen wie in der 
Kontrollgruppe der mit Nitrat behandelten Mäuse (s. Abb. 26). Dies spricht 
dafür, dass Nitrit nur dann zytoprotektiv wirken kann, wenn MIF anwesend 
ist.  
 
 
4.5 Ausblick 
Mit der vorliegenden Arbeit wurde anhand von in vitro Versuchen eine direkte 
Interaktion zwischen NO und MIF im Sinne einer S-Nitrosierung nachgewie-
sen. Durch Infarktstudien erhielt man starke Hinweise darauf, dass Nitrit ei-
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nen Teil seiner protektive Wirkung über MIF ausübt. Als Mechanismus dafür 
wurde eine Reduktion des bei der I/R entstehenden oxidativen Stresses er-
mittelt. Zur Erklärung des genauen Mechanismus des Zusammenwirkens von 
Nitrit und MIF sind weitere Versuche nötig. Zum einen bedarf es des Nach-
weises der S-Nitrosierung von MIF in vivo beispielsweise mittels NMR- oder 
EPR-Analyse oder Biotin Switch Assay, zum anderen wird es nötig sein, das 
downstream signaling von MIF und Nitrit anhand von Assays über die AMPK, 
ERK1/2 und p53 durch Immunoblots/Immunhistochemie und Bin-
dungsassays aufzuklären. Weiterhin sollten Infarktstudien an MIF-defizienten 
Mäusen durchgeführt werden, um dort den Effekt einer Nitrit-Applikation zu 
untersuchen. Zur Klärung der physiologischen Relevanz könnte außerdem 
die Untersuchung hämodynamischer Parameter wie z.B. der Ejektionsfrak-
tion oder des linksventrikulären Drucks relevant sein.  
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5. Zusammenfassung 
 
Entgegen bisheriger Annahmen ist Nitrit kein inertes Oxidationsprodukt von 
Stickstoffmonoxid (NO). Entlang eines physiologischen Sauerstoffgradienten 
wird Nitrit zu NO reduziert. Somit gilt Nitrit als endokriner Speicher von NO, 
der zur Regulierung der Zirkulation und zellulärer Effekte aktiviert werden 
kann. Im Myokard reduziert Nitrit den Ischämie-/Reperfusionsschaden und 
wirkt somit kardioprotektiv. Als Mechanismus gilt dabei die Reduktion des 
Nitrits zu NO unter ischämischen Bedingungen. Myoglobin liegt während der 
Ischämie in seiner desoxygenierten Form vor, welche als Nitritreduktase fun-
giert. Auch das Zytokin Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF) besitzt 
eine kardioprotektive Wirkung durch die Regulation des zellulären Energie-
haushaltes nach der Ischämie. Inwieweit sich diese beiden Faktoren in der 
I/R gegenseitig beeinflussen, ist bisher unklar.  
Durch eine in vitro Untersuchung konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt 
werden, dass NO an die Cysteine von MIF bindet, also eine so genannte     
S-Nitrosierung stattfindet. Diese S-Nitrosierung wird über das Cystein 81 
vermittelt. In Infarktstudien an wildtypischen Mäusen wurde verdeutlicht, dass 
die kardioprotektive Wirkung von Nitrit nur in Anwesenheit von MIF auftritt. 
Als Mechanismus der Kardioprotektion wurden in ex vivo Untersuchungen 
die Reduktion reaktiver Sauerstoffspezies und die konsekutive Verringerung 
oxidativer Proteinschädigung nachgewiesen.  
Die vorliegende Arbeit liefert erste Erkenntnisse zum Mechanismus der Wir-
kung von Nitrit auf den myokardialen Ischämie-/Reperfusionsschaden. Die 
Aufklärung der Nitrit-Wirkung kann dazu verhelfen, einen therapeutischen 
Ansatz für den Reperfusionsschaden nach einem akuten Myokardinfarkt zu 
entwickeln. 
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